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В работе проведён анализ позиционных различий способности к регенерации отдельных частей тела 
планарии Girardia (Dugesia) tigrina. Показано значение размеров и позиционных различий отдельных фраг-
ментов планарии в их способности к регенерации, а также принципиальное различие в механизмах форми-
рования головных и хвостовых бластем. Предложена схема регенерации, которая включает две популяции 
плюрипотентных стволовых клеток – необластов, различающихся как ролью, так и распределением вдоль 
тела планарии. В частности, популяция необластов, участвующая в формировании любой бластемы, мигри-
рует к ближайшей бластеме, а популяция, участвующая только в создании головной бластемы, мигрирует 
вдоль участка тела планарии по градиенту биомассы повреждённых аксонов, возникающих после ампу-
тации головного конца. Максимальный размер головной бластемы обнаружен у фрагмента, полученного 
после рассечения планарии на уровне глаз, а максимальная часть всех плюрипотентных стволовых клеток, 
мигрирующих в две бластемы, обнаружена у фрагмента, полученного перерезкой планарии на уровне выше 
ротового отверстия с последующим отсечением головного фрагмента на уровне глаз.
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The aim of the work was to analyze the positional differences in the ability to regenerate body parts in planarian 
Girardia (Dugesia) tigrina. It will be shown the value of the size and position of individual fragments of planarians 
differences in their ability to regenerate, and the fundamental difference in the mechanisms of formation of head 
and tail blasts. The proposed scheme of regeneration includes two populations of pluripotent stem cells – neoblasts 
differing as the role and distribution along the planarian body. Based on the results of the scheme of planarian 
regeneration, including two populations neoblasts differing as the role and distribution along the planarian body. 
In particular, the population neoblasts involved in the formation of any blastema, migrates to the nearest blastema, 
and the population participating only in the creation of blastema head migrates along the planarian body part on a 
gradient of biomass damaged axons arising after the amputation of the head. The maximum size of the head detected 
in blastema fragment obtained after cutting head fragment at eye level, and the maximum of all pluripotent stem 
cells migrating into two blastema, found in fragment obtained planarians transection at the level above the mouth, 
followed by cutting off the head piece at eye level.
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Планарии являются классической 
модельной системой для изучения реге-
нерации и биологии стволовых клеток 
[17, 18, 23]. Предлагается даже использо-
вать планарий в качестве удобного объекта 
для изучения биологии стволовых клеток 
студентами [26]. Однако данные о потен-
циальной способности к регенерации раз-
ных частей тела планарии фрагментарные 
и часто противоречивые [9, 11, 23]. Из-
вестно, что после травмы необласты фаго-
цитируют, пролиферируют и мигрируют, 

образуя непигментированный бутон реге-
нерирующей ткани – бластему [11, 20], но 
мнения исследователей расходятся в во-
просах оптимизации условий экспери-
мента, изменения размеров регенерирую-
щего фрагмента в процессе регенерации, 
взаимовлияния головных и хвостовых 
бластем и т.д. [7, 9, 11, 18, 21, 23, 26]. 
Другими словами, надежные количествен-
ные оценки регенеративных возможно-
стей различных фрагментов тела Girardia 
tigrina отсутствуют.
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Целью работы было сравнение бластем, 
формирующихся на отдельных частях тела 
планарии Girardia (Dugesia) tigrina. Ниже 
будет показано значение размеров и пози-
ционных различий отдельных фрагментов 
тела планарии в их способности к реге-
нерации, а также принципиальное разли-
чие в механизмах формирования головных 
и хвостовых бластем. Предложенная схема 
регенерации включает две популяции плю-
рипотентных стволовых клеток – необла-
стов, различающихся как ролью, так и рас-
пределением вдоль тела планарии. 

Материалы и методы исследования
В экспериментах использовали бесполую расу 

пресноводных червей – планарий D. (Girardia) tigrina. 
Планарий содержали в аквариумной воде при жест-
кости dH ≈ 1,0–2,0 мг экв/л, рH ≈ 6,5 и температуре 
26 °С. Кормили личинками двукрылых. Для экспери-
ментов отбирали животных длиной 10–11 мм после 
недельного голодания [2, 5]. Регенерацию вызывали 
ампутацией некоторой части тела планарии. В каж-
дой серии экспериментов обычно использовали по 
30 особей, помещаемых в пластиковую чашку Петри 
(d = 40 мм), содержащую 13 мл аквариумной воды. 
Для количественной оценки результата регенерации 
использовали метод прижизненной компьютерной 
морфометрии, основанный на регистрации фотокон-
траста между старыми и новыми частями тела реге-
нерирующей планарии [2, 5, 6, 7]. Площади проекции 
бластем измеряли через 72 ч после операции. Изобра-
жения планарий получали с помощью бинокулярного 
микроскопа Stemi 2000-C, оснащенного цифровой ви-
деокамерой AxioCamMRc (фирма Carl Zeiss). Оциф-
рованные изображения регенерирующих планарий 
обрабатывали в программе Plana 5.0 [3, 4]. Значения 
длин и площадей проекции бластемы и регенерирую-
щего фрагмента обрабатывали в программе Microsoft 
Offi ce Excel 2010. Для каждой модели регенерации 
(М1–М11), представляющей группу из 22–28 регене-
рирующих фрагментов, определяли среднее значение 
параметра и стандартное отклонение от среднего.

Схематические изображения моделей регенера-
ции (М1–М11) и планарии G. tigrina (рис. 1) позволя-
ют оценить размеры и положение каждого регенери-
рующего фрагмента относительно головного конца. 

На основании значений длин и площадей проек-
ций регенерирующих фрагментов вычисляли коорди-
наты раневых поверхностей относительно головного 
конца. В качестве количественного критерия развития 
бластемы использовали абсолютное значение площа-
ди проекции бластемы s или относительное значение 
размера бластемы, введенное ранее как коэффициент 
регенерации R = (s/S) 100 %, где S – площадь проек-
ции бластемы, s – площадь проекции регенерирую-
щего фрагмента [2, 5]. При этом было показано, что 
увеличение площади проекции бластемы является 
результатом пролиферации и миграции плюрипотент-
ных стволовых клеток через раневую поверхность. 
[2, 5]. Экспериментальные результаты и дальнейшие 
рассуждения приведены в предположении о пропор-
циональности объемов бластем и регенерирующих 
фрагментов соответствующим регистрируемым пло-
щадям проекций [3, 4]. Модели М1 и М9, М2 и М10, 
а также М3 и М11 получали из одной особи одним 

рассечением. Для получения моделей М4–М8 на 
первом этапе ампутировали хвостовой конец, а затем 
у продолжающей равномерное движение планарии 
удаляли головной конец. Для получения моделей М4 
и М5, а также М7 и М8 также использовали по од-
ному фрагменту. При этом в экспериментах вместо 
330 использовали только 180 планарий, из которых 
удалось получить 277 качественных изображений ре-
генерирующих фрагментов (рис. 1). 

Рис. 1. Модели регенерации планарий. Цифры 
справа от изображений означают количество 
фрагментов, использованных в экспериментах 
на соответствующих моделях. Номера моделей 

от М1 до М11 проставлены слева перед 
схематическими изображениями фрагментов. 

Регенерирующие фрагменты окрашены 
в тёмные цвета, а ампутированные части – 
в светлые. Внизу рисунка представлена 
схема строения планарии, включающая 
глаза, нервные ганглии, нервные стволы, 

ветви кишечника и глотку, а также линейка, 
позволяющая оценивать расстояния от 
головного конца до места отсечения

Результаты исследования 
и их обсуждение

Определены регенерационные воз-
можности 11 фрагментов, полученных по-
средством пяти сечений тела планарии на 
разных расстояниях от головного конца. 
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Площади проекции регенерирующих фраг-
ментов, представленных на рис. 1, состав-
ляли относительно интактной особи от 83 % 
у модели М3, до 11 % у модели М5, площадь 
проекции бластемы не превышала 2,7 %. 

Площади проекции головных бластем sг 
у всех фрагментов были больше площадей 
хвостовых бластем sх. Минимальная площадь 
хвостовой бластемы sх составила 0,2 % у мо-
дели М5, а максимальная площадь головной 
бластемы sг достигала 2,7 % в модели М3.

Максимальная сумма площадей го-
ловной и хвостовой бластем составила 
3,0 % у модели М6. У фрагментов, имею-
щих одну головную бластему (М1–М3), 
площади бластем были пропорциональны 
площадям соответствующих регенериру-
ющих фрагментов, а у фрагментов, имею-
щих одну хвостовую бластему (М9–М11), 
площади бластем не зависели от площадей 
регенерирующих фрагментов. У модели 
М6 сумма площадей двух бластем состав-
ляла абсолютный максимум развития бла-
стем. Эта модель обладала самой большой 
площадью регенерирующего фрагмента из 
моделей, имеющих две раневые поверх-
ности. Площади головных бластем как 
у однобластемных, так и у двухбластемных 
регенерирующих фрагментов существен-
но менялись вдоль тела планарии. Макси-
мальный размер головной бластемы был 
зарегистрирован вблизи головного конца, 
а минимальный – у хвостового конца. Раз-
меры головных бластем у всех регенериру-
ющих фрагментов (М1–М8) увеличивались 
по мере увеличения длин соответствующих 
регенерирующих фрагментов, а размеры 
хвостовых бластем у всех регенерирующих 

фрагментов (М4–М11) были одинаковыми 
и не зависели от величины фрагментов. За-
висимости площадей головных sг и хвосто-
вых бластем sх от длин регенерирующих 
фрагментов представлены на рис. 2.

Таким образом, результаты измерений 
свидетельствуют о том, что размеры го-
ловных бластем увеличивались по мере 
увеличения размеров соответствующих 
регенерирующих фрагментов, а размеры 
хвостовых бластем практически не зави-
сели от размеров регенерирующих фраг-
ментов и не имели позиционных различий. 
Эти результаты указывают на различные 
механизмы формирования головных и хво-
стовых бластем. Для объяснения получен-
ных результатов необходимо рассмотреть 
строение планарии и последовательность 
событий, приводящих к развитию бластем 
в процессе регенерации. 

Планария на 70–80 % состоит из не-
скольких типов дифференцированных 
клеток, в частности нескольких типов 
нейронов, нейросекреторных клеток, ре-
цепторных клеток, различных мышечных 
клеток, эпителиальных клеток поверх-
ности, клеток кишечного эпителия и кле-
ток выделительной системы – нефридий. 
Остальные 20–30 % клеток в теле планарии 
составляют стволовые клетки – необласты 
[17, 19, 23], которые являются источником 
всех без исключения клеток взрослого ор-
ганизма планарии. Все необласты способны 
к пролиферации и, в частности, экспресси-
руют ген smedwi-1, который кодирует бе-
лок семейства PIWI. Этот ген служит ка-
ноническим маркером всех необластов [19, 
23]. Кроме того, в некоторых необластах 

                                         а                                                                    б
Рис. 2. Зависимости площадей головных (а) и хвостовых (б) бластем 

от длин регенерирующих фрагментов:
○ – площади головных бластем sг, □ – площади хвостовых бластем sх. 

Площади головных и хвостовых бластем, развивающиеся на двухбластемных фрагментах, 
обозначены залитыми маркерами. M1–M11 – номера соответствующих моделей
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экспрессировались и гены тканеспецифиче-
ских факторов транскрипции, в частности 
гены, специфичные для мышечной ткани, 
различных нейронов, зрительных рецеп-
торов, нефридий и т.д. Идентифицирована 
большая коллекция факторов транскрип-
ции (более 40 генов), экспрессирующихся 
в небольших подмножествах необластов, 
участвующих в регенерации [20, 23, 25]. 
Нервная система планарии состоит из го-
ловного ганглия и двух нервных стволов, 
проходящих вдоль всего тела и соединён-
ных перемычками, образуемыми аксонами 
нейронов периферических ганглиев. В го-
ловном ганглии сосредоточены тела эффек-
торных нейронов, аксоны которых проходят 
внутри нервных стволов и оканчиваются на 
мышцах во всём объёме планарии. Необ-
ласты, мышечные клетки, поверхностные 
эпителиальные клетки, клетки кишечного 
эпителия, а также клетки нефридий практи-
чески равномерно распределены вдоль тела 
планарии [1, 17, 23]. Эти особенности ана-
томического строения планарии во многом, 
как будет показано ниже, определяют про-
цесс регенерации. Схема первичных этапов 
регенерации представлена на рис. 3.

Важнейший шаг в процессе регене-
рации планарий – первичная специализа-
ция необластов, формирующих бластему 
[19, 20, 23, 25]. В процессе регенерации пер-

вичные необласты (аналог тотипотентных 
стволовых клеток) преобразуются, прямо 
или опосредованно, в специализированные 
необласты (аналог мультипотентных ство-
ловых клеток) [12, 19]. 

На рис. 3 интактная планария (А) схе-
матически изображена в виде централь-
ного и периферического нейронов, не-
специализированных необластов, клеток 
нефридий и мышечных клеток. Рассечение 
по пунктирной линии приводит к повреж-
дению аксонов как центральных, так и пе-
риферических нейронов, мембран клеток 
нефридий и мышечных клеток, располо-
женных по линии рассечения. При этом 
образуются фрагменты: головной регене-
рирующий фрагмент (В) и хвостовой ре-
генерирующий фрагмент (С). На головном 
регенерирующем фрагменте формируется 
хвостовая бластема, а на хвостовом регене-
рирующем фрагменте – головная бластема. 

Механическая травма приводит к по-
вреждению плазматических мембран кле-
ток, прилегающих к раневой поверхности, 
к утечке ионов калия в межклеточную сре-
ду и деполяризации неповрежденных мы-
шечных клеток, что вызывает сокращение 

мышц и закрытие раны в течение несколь-
ких минут [13]. Наличие щелевых межкле-
точных контактов позволяет деполяризации 
распространиться на расстояние нескольких 

Рис. 3. Схема специализации необластов при поперечном рассечении планарии:
А – интактная планария. Головной конец вверху; В – формирование хвостовой бластемы 
на головном фрагменте; С – формирование головной бластемы на хвостовом фрагменте
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размеров клетки [14, 15, 18], что для живот-
ных клеток обычно не превышает 0,5 мм 
[16]. Важность этого типа межклеточной 
коммуникации показали с помощью блока-
ды щелевых контактов, приводящей к нару-
шению регенерации [10, 15, 18]. Деполяри-
зация, распространяющаяся через щелевые 
контакты от механически поврежденных 
клеток, приводит к изменению ионного со-
става интактных клеток. Для интактных 
клеток, соединённых с повреждёнными 
клетками проницаемыми контактами, рассе-
чение планарии эквивалентно увеличению 
пассивной проницаемости плазматической 
мембраны или уменьшению активности 
Na-K-АТФазы, что приводит к увеличе-
нию внутриклеточных активностей ионов 
натрия и кальция, а также к уменьшению 
внутриклеточного калия [14, 15, 22]. Раз-
вивающийся окислительный стресс мо-
дулирует экспрессию генов, связанных 
с травмой, индуцирует гибель повреждён-
ных клеток, пролиферацию и первичную 
специализацию необластов [12, 13, 23].
 Клетки, механически поврежденные при 
фрагментировании тела планарии, гибнут 
по механизму некроза или апоптоза. Не-
кроз проявляется в набухании, денатурации 
и коагуляции цитоплазматических белков, 
разрушении клеточных органелл и, наконец, 
всей клетки. Клетки, следующие механизму 
программируемой клеточной гибели, фраг-
ментируются на отдельные апоптотические 
тельца, ограниченные плазматической мем-
браной, а затем уничтожаются по механизму 
каспаза – независимого апоптоза, называе-
мого аутофагией. Фрагменты погибших кле-
ток фагоцитируются близлежащими необла-
стами в течение 1–3 часов [19, 23]. 

Отметим, что любая поперечная пере-
резка тела планарии создает асимметрию 
регенерирующих фрагментов по неко-
торым типам повреждённых клеток. На 
границе раневой поверхности головного 
регенерирующего фрагмента (В) имеются 
повреждённые клетки нефридий, мышеч-
ные клетки и необласты, а в глубине ре-
генеранта располагаются тела централь-
ных нейронов с повреждёнными аксонами 
и аксоны периферических нейронов, ли-
шённые клеточных тел. Вблизи раневой 
поверхности хвостового регенерирующего 
фрагмента (С) также находятся повреждён-
ные клетки нефридий, мышечные клетки 
и необласты, а в глубине – повреждённые 
аксоны центральных нейронов, а также 
тела и повреждённые аксоны перифери-
ческих нейронов. Некоторая часть клеток 
нефридий, мышечных и эпителиальных 
клеток, а также необластов в глубине обо-
их фрагментов (В и С) не повреждается. 

Нарушение целостности плазматических 
мембран центральных и периферических 
нейронов, необластов, клеток нефридий, 
мышечных и эпителиальных клеток приво-
дит к деполяризации мембран этих клеток 
и развитию окислительного стресса. Через 
щелевые контакты или межклеточную сре-
ду будут активированы необласты, распо-
ложенные на расстоянии до 0,5 мм [14, 16, 
22] от поврежденных брюшных нервных 
стволов, т.е. практически необласты будут 
активироваться во всем объеме обоих реге-
нерирующих фрагментов, что и наблюда-
ется в эксперименте [25].

Неспециализированные необласты 
в головном регенерирующем фрагменте 
(В), фагоцитируют повреждённые эпите-
лиальные и мышечные клетки, специали-
зируются, пролиферируют и мигрируют 
в хвостовую бластему. В формировании 
хвостовой бластемы принимают участие 
также необласты, получившие первичную 
специализацию в процессе фагоцитоза ак-
сонов периферических нейронов, прорас-
тающие аксоны центральных нейронов, 
а также неспециализированные необласты. 
В хвостовом регенерирующем фрагменте 
(С) неспециализированные необласты фа-
гоцитируют повреждённые эпителиальные 
и мышечные клетки, а также повреждён-
ные аксоны центральных нейронов, спе-
циализируются, пролиферируют и мигри-
руют в головную бластему. В головную 
бластему также мигрируют неспециализи-
рованные необласты и прорастают аксоны 
периферических нейронов. 

Результаты наших экспериментов, 
представленные на рис. 2, убедительно 
показали, что объём головной бластемы 
в значительной степени зависит от длины 
регенерирующего фрагмента. Если допу-
стить, что объём необластов, мигрирую-
щих в бластему пропорционально объёму 
фагоцитированных клеточных фрагментов, 
следует признать, что в формировании го-
ловной бластемы (рис. 3, С) существенный 
вклад вносят необласты, получившие пер-
вичную специализацию при фагоцитиро-
вании повреждённых клеточных элементов 
в глубине регенерирующего фрагмента, т.е. 
аксонов центральных нейронов. Отметим, 
что только объём повреждённых аксонов 
центральных нейронов, в отличие от всех 
других тканей, растёт с увеличением длины 
регенерирующего хвостового фрагмента, 
а размеры хвостовой бластемы, формирую-
щейся на головном регенерирующем фраг-
менте (В), не зависят от количества повреж-
дённых аксонов периферических нейронов 
и количества прорастающих аксонов цен-
тральных нейронов. 



FUNDAMENTAL RESEARCH    № 7, 2015

498 03.01.00 PHYSICAL AND CHEMICAL BIOLOGY

Рис. 4. Схема специализации и дифференцировки необластов в бластеме 

Дальнейшая специализация необластов 
происходит в бластеме. Недифференциро-
ванные клетки бластемы являются потом-
ством разных необластов. Как в головной, 
так и в хвостовой бластеме присутствуют 
необласты, прошедшие первичную специ-
ализацию на нервные клетки, мышечные 
клетки, клетки нефридиев и неспециализи-
рованные необласты (рис. 4). 

Очевидно, что только головная бластема 
содержит специализированные необласты, 
участвующие в формировании центральной 
нервной системы или глаз. Другие специ-
ализированные необласты, необходимые, 
в частности, для формирования мышечной, 
пищеварительной и выделительной систем, 
а также неспециализированные необласты, 
должны содержаться как в головной, так 
и в хвостовой бластемах (рис. 4). Эти плю-
рипотентные клетки в бластеме при опреде-
ленных условиях преобразуются в полно-
стью дифференцированные клетки [19, 25]. 
При этом некоторые факторы транскрипции 
могут экспрессироваться под влиянием ло-
кального клеточного окружения, в частно-
сти, благодаря проницаемым межклеточ-
ным контактам [10, 14, 18, 22].

Уже в ранних исследованиях по морфо-
логии регенерирующих планарий отмеча-
лось, что после удаления головного конца 
необласты скапливались вдоль остаточных 
нервных волокон центральных нейронов 
и двигались в сторону раневой поверхно-
сти, где окружали нервные волокна пери-
ферических нейронов, прорастающие из 
регенерирующего фрагмента, и формирова-
ли нервные ганглии [1, 8]. Более того, уже 

тогда было высказано предположение, что 
контакт с нервными стволами индуцирует 
в необластах дифференцировку в нервные 
клетки [8]. Действительно, специализация 
необластов начинается в процессе фагоци-
тоза поврежденных дифференцированных 
тканей, т.е. необласты, фагоцитирующие 
дегенерирующие нервные стволы централь-
ных нейронов, после митоза экспрессируют 
нейронные факторы транскрипции, а необ-
ласты, фагоцитирующие поврежденные мы-
шечные клетки, получают первичную мы-
шечную специализацию. Другими словами, 
первичная специализация необластов опре-
деляется фагоцитируемыми клетками [24]. 

Таким образом, головная бластема фор-
мируется двумя популяциями необластов: 
необластами, фагоцитирующими и проли-
ферирующими вблизи раневой поверхности, 
и необластами, фагоцитирующими повреж-
денные центральные аксоны вдоль всего ре-
генерирующего фрагмента, а затем мигри-
рующими к раневой поверхности (рис. 3), 
а хвостовая бластема – только из необластов, 
фагоцитирующих и пролиферирующих 
вблизи раневой поверхности. Это заключе-
ние сделано на основании следующих экспе-
риментальных результатов (рис. 2): 

● размеры головных бластем у всех 
фрагментов были больше, чем у хвостовых 
бластем; 

● размеры головных бластем увеличива-
лись по мере увеличения размеров соответ-
ствующих регенерирующих фрагментов;

● размеры хвостовых бластем практически 
не зависели от размеров регенерирующих фраг-
ментов и от расстояния до головного конца; 
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● максимальный размер головной бла-
стемы у однобластемных фрагментов был за-
регистрирован вблизи головного конца (М3), 
а минимальный – у хвостового конца (М1).

Отметим, что благодаря применению 
метода прижизненной компьютерной мор-
фометрии выявлено принципиальное раз-
личие в механизмах формирования голов-
ных и хвостовых бластем регенерирующих 
планарий. На основании этих результатов 
предложена схема регенерации планарии, 
включающая две популяции необластов, 
различающихся как ролью, так и распреде-
лением вдоль тела планарии. 

Проведенные исследования подтверди-
ли, что преобразование площади проекции 
регенерирующего фрагмента в площадь 
проекции бластемы отражает миграцию 
плюрипотентных стволовых клеток. При 
этом регенерационные возможности 
11 фрагментов, полученных посредством 
пяти сечений тела планарии на разных рас-
стояниях от головного конца, были весьма 
разнообразны. 

Максимальный размер головной бла-
стемы обнаружен у фрагмента, получен-
ного после отсечения головного фрагмен-
та на уровне глаз, а максимальная часть 
всех плюрипотентных стволовых клеток, 
мигрирующих в две бластемы, обнаруже-
на у фрагмента, полученного перерезкой 
планарии на уровне выше ротового отвер-
стия с последующим отсечением головного 
фрагмента на уровне глаз. 

Полученные результаты могут исполь-
зоваться для картирования экспрессии фак-
торов транскрипции необластов вдоль тела 
планарии. 

Работа поддержана грантами РФФИ 
№ 15-29-01135 и Госзадания Министер-
ства образования и науки РФ, № 2912. 
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