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Ключевым событием раннего эмбрионального развития является активация зиготической экспрес-
сии генов. Механизмы данного процесса хорошо изучены всего у нескольких модельных объектов, 
которые не отражают всего разнообразия типов развития и способов определения клеточной судь-
бы. Среди билатерально-симметричных животных практически неисследованными в отношении 
активации генома остаются представители клады Spiralia, демонстрирующие феноменальный кон-
серватизм и детерминативность клеточных линий. В данной работе с помощью транскриптомного 
анализа изучена активация зиготического генома у беломорской аннелиды с гомоквадрантным спи-
ральным дроблением Ophelia limacina. Показано, что зиготическая транскрипция начинается уже 
на стадии 8 бластомеров и приводит к повышению уровня экспрессии тысяч генов, в том числе ком-
понентов сигнальных путей Wnt и TGF-β, а также транскрипционных факторов, включая Sox2 — 
консервативного регулятора плюрипотентности и активации генома у позвоночных. Полученные 
данные расширяют представления о вариативности молекулярных механизмов активации зиготи-
ческого генома и вновь поднимают вопрос о возможном эволюционном консерватизме участников 
данного процесса.
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ВВЕДЕНИЕ

Раннее развитие животных находится под 
контролем материнских РНК и белков, которые 
наследуются вместе с цитоплазмой ооцита. Ма-
теринские факторы направляют начальные эта-
пы эмбриогенеза, однако управление процесса-
ми развития на более поздних стадиях переходит 
под контроль генома зародыша и  de novo син-
тезируемых регуляторных молекул (Vastenhouw 
et al., 2019; Onichtchouk and Driever, 2016). Этот 
переход часто сопровождается замедлением кле-
точных циклов и началом асинхронных делений 
клеток, что называется переходом средней бла-
стулы (mid-blastula transition, MBT) (O’Farrell 
et al., 2004).

Переход контроля над эмбриогенезом от ма-
теринских факторов к  зиготическим, maternal-
to-zygotic transition (MZT), представляет собой 
скоординированную серию молекулярных со-
бытий: деградацию материнских транскриптов 
и активацию генома зародыша (Vastenhouw et al., 
2019; Tadros and Lipshitz, 2009). На первом эта-
пе происходит уничтожение материнских РНК, 
которое осуществляется за  счет активности 
микроРНК (например, lin-41 у  Caenorhabditis 
elegans и miR-430 у Danio rerio) (Lee et al., 2014). 
Параллельно с  этим начинают происходить 
эпигенетические модификации, которые уве-
личивают доступность хроматина и создают ус-
ловия для запуска транскрипции. Ключевым 
этапом MZT является активация зиготического 
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генома (Zygotic Genome Activation, ZGA) — про-
цесс, при  котором начинается экспрессия соб-
ственных генов. Первые волны транскрипции 
при  этом приводят к  преимущественной экс-
прессии генов транскрипционных факторов, 
участвующих в  определении клеточных судеб 
и  разметке зародыша, а  также генов, кодирую-
щих компоненты межклеточного сигналинга 
(Tadros and Lipshitz, 2009). Исследования на мо-
дельных объектах показали, что в процессах ак-
тивации генома важную роль играют пионерные 
транскрипционные факторы, такие как Pou5f3, 
Nanog и белки семейства SoxB1 (такие как Sox2 
и Sox19b) у позвоночных, а также Zelda у Dro-
sophila melanogaster. Данные факторы могут 
связывать закрытый хроматин и  способство-
вать повышению его доступности для других 
транскрипционных факторов, а  также ини-
циируют транскрипцию первых зиготических 
генов (Onichtchouk and  Driever, 2016; Barral 
and Zaret, 2024). 

Механизмы MZT были глубоко изучены 
на  ограниченном количестве классических мо-
дельных организмов. Тем не менее эта небольшая 
выборка продемонстрировала значительное раз-
нообразие в  динамике перехода к  зиготической 
экспрессии генов. Различия между животными 
в  основном включают разные временны́е рам-
ки  MZT, а  также наличие или отсутствие выра-
женного изменения характера клеточных деле-
ний, как это наблюдается при переходе средней 
бластулы у ряда позвоночных (Tadros and Lipshitz, 
2009; Lee et al., 2014; Vastenhouw et al., 2019).

Группа Spiralia, включающая порядка поло-
вины типов современных билатеральных жи-
вотных, остается наименее изученной в данном 
контексте. Особый интерес вызывает стерео-
типное эмбриональное развитие представителей 
этой группы, характеризующееся ранним опре-
делением клеточных судеб (Henry, 2014). Этот 
процесс традиционно связывается с  неравно-
мерным распределением материнских детерми-
нант, а не с межклеточной коммуникацией, для 
которой требуется активация генома зародыша. 
Эксперименты по  ингибированию транскрип-
ции актиномицином Д и радиационному подав- 
лению ядерных функций обосновали мнение, 
что у  животных с  детерминативным (мозаич-
ным) развитием (полихеты, моллюски, асцидии) 
зиготический контроль морфогенетических со-
бытий начинается только на  постгаструляци-
онных стадиях (Дондуа, 1979). Однако совре-
менные транскриптомные данные, полученные 

на  эррантной аннелиде с  гетероквадрантным 
спиральным дроблением Platynereis dumerilii, 
показывают, что основной переход к  зиготиче-
ской экспрессии происходит к началу гаструля-
ции после завершения программы спирального 
дробления и определения множества клеточных 
судеб (Chou et al., 2016). Однако в том же иссле-
довании было показано, что уже на стадии 8 кле-
ток (рис. 1) начинается экспрессия небольшого 
числа генов, включая ряд регуляторов развития: 
hes-like1, bmp2/4, fzd5/8 и nodal. Кроме того, не-
давняя работа Лианг и  соавторов (Liang et  al., 
2024) продемонстрировала, что  ZGA у  базаль-
ной аннелиды с  гомоквадрантным дроблением 
Owenia fusiformis и седентарной аннелиды с гете-
роквадрантным дроблением Capitella teleta про-
исходит на стадии 16 клеток (рис. 1). Эти ранние 
волны экспрессии включают ряд регуляторных 
генов, таких как FoxQ2, а  также компоненты 
сигнальных путей TGF-β и Wnt в случае C. teleta. 
Важно отметить, что исследованную выборку 
аннелид сложно назвать репрезентативной: для 
Platynereis и  Capitella характерно наличие эво-
люционно продвинутых признаков, таких как 
лецитотрофия и  гетероквадрантность, подразу-
мевающая ускоренную и автономную специфи-
кацию клеточных линий; для Owenia описаны 
такие анцестральные черты, как гомоквадрант-
ное дробление с  ярко выраженной зависимой 
спецификацией клеток, однако ее  базальное 
филогенетическое положение и  сильно дивер-
гировавшая планктотрофная личинка митрария 
(Carrillo-Baltodano et al., 2021) не позволяют уве-
ренно экстраполировать особенности ее  разви-
тия на  остальных аннелид. Для выявления об-
щих закономерностей ZGA у аннелид и Spiralia 
в  целом представляется необходимым расши-
рить выборку, включив в исследование предста-
вителей кроновой радиации аннелид (Pleisto-
annelida) с  гомоквадрантным планктотрофным 
развитием.

В  нашей работе с  помощью методов транс-
криптомики мы  проанализировали экспрессию 
генов у  неоплодотворенной яйцеклетки и  ста-
дии 8  бластомеров беломорской седентарной 
аннелиды Ophelia limacina, для которой харак-
терно гомоквадрантное спиральное дробление 
и типичная планктотрофная личинка трохофора 
(Nikishin et al., 2019). 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

В  данной работе был проанализирован ло-
кальный ресурс  — референсный транскриптом 
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O. limacina. Сборка проводилась на основе пар-
но-концевых прочтений длиной 150 п.н., по-
лученных по  технологии Illumina с  помощью 
rnaSPAdes (v.3.15.5) со  стандартными параме-
трами. Контиги, похожие более чем на  95% 
(обе цепи), были кластеризованы с  помощью 
CD-HIT-est (v.4.8.1). Химерные контиги и кон-
тиги с  низким покрытием прочтениями были 
отфильтрованы с  помощью Transrate (v.1.0.3). 
Среди оставшихся контигов были найдены 
потенциальные белок-кодирующие последо-
вательности с  помощью Transdecoder (v.5.7.1) 
с использованием баз данных Pfam и Uniref90. 
Аннотация обнаруженных транскриптов вы-
полнялась с  использованием онлайн-сервиса 
eggNOG-mapper (v.2). 

Для анализа применялись библиотеки пар-
но-концевых прочтений тотальной  РНК, по-
лученные на  стадиях неоплодотворенной 
яйцеклетки и  8  бластомеров (7  часов после 
оплодотворения при +12°C), по три биологиче-
ские повторности на  каждую стадию. Очистка 
прочтений от  адаптерных последовательностей 
проводилась с помощью FastP (v.0.23.2) со стан-

дартными параметрами, а деконтаминация осу-
ществлялась с использованием Kraken2 (v.2.1.3) 
с применением базы данных PlusPF (2022-06-07).  
Картирование прочтений на  транскриптом вы-
полнялось с помощью Salmon (v.1.10.2). Анализ 
дифференциальной экспрессии проводился 
в DESeq2 (v.1.44.0), при этом дифференциально 
экспрессируемые транскрипты определялись 
по следующим пороговым значениям: |Log Fold 
Change| ≥ 1.5; p-value < 0.05. Анализ обогащения 
терминами генной онтологии (GO) выполнялся 
в topGO (v.2.56.0), при этом в анализ включались 
только термины, связанные минимум с 25 гена-
ми. Кластеризация GO-терминов по семантиче-
ской схожести проводилась с  использованием 
rrvgo (v.1.16.0). Визуализация данных осущест-
влялась в ggplot2 (v.3.5.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В  первую очередь нами была проведена ка-
чественная оценка разнообразия РНК на стади-
ях неоплодотворенной яйцеклетки и  8  клеток. 
Из  67  065  последовательностей транскриптома 
O.  limacina 54  627  транскриптов присутствуют 

Первые признаки
зиготической экспрессии

Owenia
fusiformis

Platynereis
dumerilii

Capitella
teleta

Ophelia
limacina

16 клеток
78 генов

8 клеток
999 генов

16 клеток
1890 генов

Гаструла (>64 клеток)
8943 гена

Гаструла (>5 ч.п.о)
6853 гена

Поздняя бластула (66 клеток)
2519 генов

Гаструла?8 клеток
5017 транскриптов

Массовый всплеск
зиготической экспрессии

Рис. 1. Филогенетическое положение аннелид, исследованных на предмет активации зиготического генома методами 
транскриптомики. В столбцах указан: 1) тип спирального дробления (изображение зародыша с одноцветной залив-
кой — гомоквадрантное дробление, изображение с двухцветной заливкой — гетероквадрантное); 2) стадия развития с 
первыми признаками ZGA и количество статистически значимо up-регулированных генов (транскриптов); 3) стадия 
эмбриогенеза, на которой выявлено наибольшее количество up-регулированных генов (ч.п.о. — часы после оплодот-
ворения).
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(> 1 TPM во всех повторностях) на обеих иссле-
дуемых стадиях развития. При  этом для яйца 
характерно как большее число транскриптов 
(50 863), так и большее количество уникальных 
последовательностей (27.2% от  общего набо-
ра), по  сравнению с  8-клеточным зародышем 
(39 785 последовательностей, 6.9% уникальных). 
Важно отметить, что наличие уникальных транс-
криптов на стадии 8 клеток является косвенным 
свидетельством начала зиготической транскрип-
ции, поскольку они не могут быть унаследованы 
от материнского запаса РНК (рис. 2). 

Для того чтобы детальнее описать различия 
между стадиями, нами был проведен анализ 
дифференциальной экспрессии (рис.  3). Было 
выявлено 5017  транскриптов, которые стати-
стически значимо повысили свою экспрес-
сию на стадии 8 клеток по сравнению с яйцом. 
В  то  же время 10  160  транскриптов понизи-
ли свой уровень экспрессии к  данной стадии. 
Мы интерпретируем это как начало экспрессии 
генов зародыша и деградирующие материнские 
транскрипты соответственно. Примечательно, 
что активация зиготического генома носит мас-
совый характер, поскольку up-регуляции под-
вергаются несколько тысяч транскриптов, что 
значительно превышает показатели, зареги-
стрированные у других исследованных аннелид 
в начале зиготической транскрипции. При этом 
у O.  fusiformis и C.  teleta, для которых показана 
более поздняя активация зиготического гено-

ма  — на  стадии 16  клеток  — деградация мате-
ринских транскриптов в основном приурочена 
к  переходу от  8 к  16  бластомерам. Наблюдае-
мые различия во времени массовой активации 
зиготической экспрессии между O.  limacina 
и  другими исследованными аннелидами могут 
иметь объективный характер, связанный с  из-
вестной пластичностью механизмов ZGA (Heyn 
et al., 2014). К примеру, у млекопитающих этот 
момент может быть приурочен к  стадиям от  2 
до 16 бластомеров. Однако не стоит исключать 
и  возможные технические причины различий, 
в  т.ч. синхронность развития разных видов 
и фазу клеточного цикла, на которой фиксиро-
вали зародышей.

Анализ обогащения терминами GO  в  ка-
тегории “Biological process” для up-регули-
рованных транскриптов показал наибольшее 
обогащение терминов, связанных с определе-
нием клеточной судьбы и  организацией кле-
точных отростков (рис. 4a). В то же время для 
down-регулированных транскриптов наиболее 
обогащенными оказались термины, связанные 
с транспортом мембранных пузырьков и уби
квитинированием белков (рис. 4б), что можно 
связать с процессами созревания ооцита после 
оплодотворения и  кортикальной реакцией. 
Соответствующие внутриклеточные компо-
ненты приурочены к  самым ранним этапам 
развития и, по-видимому, подвергаются мас-
совой элиминации с началом дробления заро-
дыша. 

Для более детальной оценки функций транс-
криптов, экспрессирующихся в  результате зи-
готической активации генома, была проведена 
кластеризация GO-терминов на  основе их  се-
мантической схожести (рис.  5). В  результате 
были выявлены термины, связанные с  транс-
крипцией, процессингом мРНК, активностью 
микроРНК, модификациями хроматина и  ре-
гуляцией экспрессии генов, что соответствует 
известным молекулярным процессам, сопрово-
ждающим активацию зиготического генома би-
латерий (Vastenhouw et al., 2019).

Среди up-регулированных транскриптов, 
идентифицированных по  доменам PFAM, 
были обнаружены транскрипционные факторы 
(рис.  6), включая гомолог пионерного транс-
крипционного фактора Sox2, транскрипты ге-
нов, участвующих в определении клеточных су-
деб, включая FoxQ2, факторы Gata, Hes, а также 
ряд гомеобокс-содержащих транскрипционных 

Уникальные и общие транскрипты

Неоплодотворенная
яйцеклетка

14842
(27.2%)

36021
(65.9%)

3764
(6.9%)

8 клеток

Рис.  2. Диаграмма Венна, отражающая количество 
уникальных и  общих транскриптов (с  уровнем экс-
прессии > 1 TPM во всех повторностях) для неопло-
дотворенной яйцеклетки и 8-клеточного зародыша. 
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факторов, таких как Cdx (cad), Hox, Nkx и дру-
гие. Кроме того, на стадии восьми клеток повы-
шается экспрессия ряда компонентов сигналь-
ных путей Wnt (лиганды, β-катенин, рецептор 
Fzd и  др.) и  TGF-β (лиганды, Smad), которые 
могут участвовать в ранних процессах разметки 
зародыша уже на  этапе дробления. Для компо-
нентов Wnt, в частности β-катенина, такая роль 
была описана у  многих представителей Spiralia 
(Козин и др., 2019).

Интересным наблюдением является то, 
что указанные первые экспрессируемые гены 
O.  limacina во  многом пересекаются с  пер-
выми транскриптами, обнаруженными в  ра-
ботах на  Platynereis (Hes, Fzd, Bmp) (Chou 
et al., 2016), Capitella (лиганды Wnt, Fzd, Fox) 

и Owenia (FoxQ2) (Liang et al., 2024), что свиде-
тельствует о наличии некоторого уровня кон-
сервативности процессов активации генома 
и  первичной разметки зародыша у  аннелид. 
При  этом у  O.  limacina зиготическая актива-
ция генома, по  всей видимости, происходит 
уже к  стадии восьми клеток  — раньше, чем 
у  Capitella и  Owenia, но  сходно с  Platynereis. 
При этом Owenia, у которой в ходе ZGA акти-
вируется всего 78 генов, большинство из кото-
рых не обнаруживаются у Ophelia, оказывается 
наименее похожей на  последнюю, несмотря 
на идентичный тип дробления. Вероятно, дан-
ные отличия обусловлены филогенетическим 
положением Owenia, что подчеркивает необ-
ходимость анализа других аннелид с гомоквад
рантным дроблением.
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Рис. 3. График Volcano для сравнения стадии 8 клеток с неоплодотворенной яйцеклеткой. Отмечены гены с наимень-
шим p-value и имеющие аннотацию.
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Рис.  4. Гистограммы обогащенных GO-терминов в  категории “Biological process” для up-регулированных генов  (а) 
и down-регулированных генов (б), полученных в результате анализа дифференциальной экспрессии. Термины отсортиро-
ваны по уровню значимости. Цветовая шкала соответствует количеству транскриптов, относящихся к данному термину.
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Открытыми остаются вопросы о роли первых 
транскрибируемых генов в  ранней сегрегации 
клеточных линий зародыша, а также о механиз-
мах активации генома и  их  возможном разно-
образии. В  частности, Sox2, рассматриваемый 
как потенциальный фактор активации генома 
у O. limacina, ранее не был обнаружен среди ран-
них зиготических генов у других представителей 
Spiralia. Традиционно Sox2 рассматривают кон-
сервативным участником  ZGA исключительно 
у позвоночных, тогда как у беспозвоночных ос-
новная функция генов семейства SoxB1 связана 
с  нейрогенезом (Sur et  al., 2017). Однако гомо-
логи SoxB1 D. melanogaster способны дублировать 
функции Sox2 в поддержании плюрипотентного 
состояния эмбриональных стволовых клеток 
мыши (Niwa et al., 2016), что указывает на необ-
ходимость дополнительного изучения этого гена 
у беспозвоночных. Отдельного внимания заслу-
живает отсутствие транскриптов Sox2 на стадии 
яйца у O. limacina (рис. 6), что может указывать 
на  участие других пионерных факторов в  акти-
вации зиготического генома, а также на возмож-

ное наличие у Sox2 и иных функций, специфич-
ных для раннего развития.
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Evidence of Early Zygotic Genome Activation in Development  
of the Annelid Ophelia limacina

M. G. Grinberg, I. E. Borisenko, V. V. Kozin*
Department of Embryology, St. Petersburg State University, Universitetskaya nab. 7/9,  

St. Petersburg, 199034 Russia
*e-mail: v.kozin@spbu.ru

A key event in early embryonic development is activation of zygotic gene expression. The mechanisms of this 
process have been well studied in only a few model organisms, which do not fully reflect the diversity of devel-
opmental patterns and cell fate determination strategies. Among bilaterian animals, representatives of the Spi-
ralia clade, which exhibit remarkable conservation and determinative specification of cell lineages, remain 
largely unexplored in terms of genome activation. In this study, we used transcriptomic analysis to investigate 
zygotic genome activation in the White Sea annelid Ophelia limacina, which exhibits homoquadrant (equal) 
spiral cleavage. We demonstrate that zygotic transcription begins as early as the 8-cell stage, leading to the up-
regulation of thousands of genes, including components of the Wnt and TGF-β signaling pathways, as well 
as transcription factors such as Sox2—a conserved regulator of pluripotency and genome activation in ver-
tebrates. These findings broaden our understanding of the variability of molecular mechanisms underlying 
zygotic genome activation and raise new questions regarding the potential evolutionary conservation of key 
factors involved in this process.

Keywords: zygotic genome activation (ZGA), maternal to  zygotic transition (MZT), Sox2, β-catenin, spiral cleavage, 
conditional specification, annelids, Spiralia, transcriptomic analysis




