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Генетика и физиология многие десятилетия 
своего развития почти не соприкасались, не 
взаимодействовали, каждая из них шла сво-

им путем. Генетика занималась наследованием 
признаков организма, физиология – регуляцией 
систем, обеспечением гомеостаза и механизма-
ми поведения. В настоящее время совершенно 
ясно, что организм – единое целое. Вся физио-
логия, стрессорные, гормональные, психо-
эмоциональные проявления базируются на 
наследственной основе, но и функции генов, их 
экспрессия также зависят от нейрогуморальных 
и других физиологических регуляторов, даже 
таких как разрядная активность нейронов (см., 
например, статью Д.А. Ланшакова и др. в этом 
выпуске). Комплексная наука физиологическая 
генетика использует физиологические и моле-
кулярно-генетические подходы для идентифи-
кации и изучения функции генов, участвующих 
в реализации физиологических процессов 
и поведения. Методы физиологической гене-
тики варьируют от биоинформатики, анализа 
регуляции генов и протеомики до исследования 
физиологии целого организма. Представленные 
статьи иллюстрируют некоторые аспекты этой 
обширной науки результатами, которые полу-
чены исследователями Новосибирска, Москвы, 
Санкт-Петербурга, Будапешта, Берлина, Ганно-
вера и Гейдельберга.   

Анализ генетических основ физиологиче-
ских функций и поведения обычно начинается 
с выявления наследственного разнообразия по 
этим признакам и их ответам на внешние воз-
действия. Этот подход представлен статьями 
первого раздела выпуска «Наследственные осо-
бенности физиологических функций», охва-
тывающими широкий спектр признаков: от 
регуляции потребления пищи (Е.Н. Макарова 
и др.), этанола (Р.В. Кожемякина и др.), устой-
чивости к заражению паразитами (Д.Ф. Авгу-
стинович и др.) и вплоть до материнского по-
ведения и нейроэндокринного ответа потомства 
на стресс (Ю.Э. Гербек, О.А. Амелькина и др.). 

Генетико-физиологические механизмы 
активно выясняют также путем анализа вли-
яния разнообразных факторов на экспрессию 
генов-кандидатов, потенциальных участников 
этих механизмов. Важный регулятор функций 
и поведения – центральная нервная система. 
Второй раздел выпуска «Экспрессия ключевых 
генов физиологических функций» представляет 
изменения экспрессии ряда генов в головном 
мозге под влиянием факторов, сопряженных 
с космическим полетом (А.С. Цыбко и др.), 
аудиогенными судорогами (Н.А. Дорофеева 
и др.), действием воспалительного стресса 
(Д.И. Перегуд и др.), глюкокортикоидных гор-

монов стресса (Г.Т. Шишкина и Н.Н. Дыгало; Е.В. Суха-
рева и др.), а также разнообразных факторов, влияющих 
на экспрессию и функциональную активность рецептора 
серотонина (В.С. Науменко и др.).

Ключевую позицию в интеграции нервных и гормо-
нальных влияний на разнообразные центральные и пери-
ферические процессы в организме занимает гипоталамус. 
Именно поэтому исследование генетико-физиологических 
аспектов функции его гормонов, таких как окситоцин 
и вазопрессин, привлекало и продолжает интересовать 
ученых. В разделе «Генетика функций гормонов гипота-
ламуса» дан анализ возможной роли окситоцина в микро-
эволюционном процессе доместикации диких животных 
(Ю.Э. Гербек, Р.Г. Гулевич и др.). Кроме того, рассмотрены 
эффекты экзогенного вазопрессина на систему регуляции 
водно-электролитного гомеостаза (Л.Н. Иванова и др.), 
а также последствия генетических нарушений синтеза 
этого гормона гипоталамуса для канцерогенеза (И.И. Хе-
гай) и сердечно-сосудистой системы (Д. Зелена). 

Установление нуклеотидных последовательностей ге-
номов значительного числа видов, в том числе человека 
и лабораторных животных, дало исследователям новый 
эффективный «инструментарий». В разделе «Постгеном-
ные подходы физиологической генетики» представлены 
возможности полногеномного анализа транскриптомов 
(П.Н. Меньшанов и Н.Н. Дыгало), анализа физиологиче-
ских последствий эпигенетических модификаций генома 
(Л.Н. Гринкевич и др.). Сведения о структуре геномов 
и методы генной инженерии легли в основу формирования 
новой области исследования – оптогенетики. Один из пер-
вых примеров реализации этого методического подхода 
в России приведен в статье Д.А. Ланшакова с коллегами.

Важным импульсом развития в нашей стране нового 
для середины прошлого века и становящегося все более 
актуальным в постгеномную эру направления медико-био-
логической науки, физиологической генетики, стало ини-
циированное академиком Дмитрием Константиновичем 
Беляевым в начале 1970-х годов вхождение нескольких 
физиологических лабораторий в состав Института цито-
логии и генетики СО РАН. Первоначальная цель работы 
этих лабораторий состояла в выяснении механизмов ши-
рокомасштабных изменений физиологических функций 
и поведения, происходящих в ходе одомашнивания диких 
животных, являющегося, по сути, моделью микроэволю-
ционного процесса. Ключевая роль в этом процессе, со-
гласно Д.К. Беляеву, принадлежит снижению стрессорной 
нейрогормональной реактивности диких животных в ходе 
селекции на доместикационный тип поведения в среде, 
которую создал для них человек. Генетико-физиологиче-
ские исследования помогли выяснить нейрогормональные 
аспекты этого процесса, прежде всего, на модели селекции 
лисиц на доместикационный тип поведения. Именно по-
этому ручная лисица по праву представлена на обложке 
журнала.  

Научный редактор выпуска  
член-корреспондент РАН Н.Н. Дыгало
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Hypothalamic melanortin receptor (MCR) activation 
inhibits appetite. Neuropeptide Y (NPY) and Agouti 
Related Protein (AgRP) are coexpressed in some 
hypothalamic neurons and stimulate feeding, NPY 
via inhibition of MCR-expressing neurons, and AgRP 
via MCR4 antagonism. Mutation yellow at the mouse 
agouti locus (Ау) evokes MCR blockage and stimulates 
appetite in nulliparous females. The role of MCRs 
in food intake regulation during pregnancy and 
lactation is unclear. In this study we measured hypo-
thalamic AgRP and NPY mRNA levels in virgin and 
mated C57Bl a/a (control) and Ау/a females on days 
7, 13, 18 of pregnancy, 10, 21 of lactation, and after 
offspring separation, AgRP immunoreactivity in virgin 
and lactating females, and correlated gene expression 
with food intake (FI). Virgin Ау/a compared to a/a 
females had higher FI and lower AgRP expression. 
Pregnant Ау/a and a/a mice showed different patterns 
of food intake and neuropeptide expressions. NPY 
mRNA levels increased during pregnancy only in a/a 
mice, while AgRP mRNA levels increased in both 
genotypes being lower in Ау/a then in a/a mice. 
In lactating Ау/a and a/a mice, AgRP expression 
and NPY mRNA level were similar. AgRP expression 
was higher in lactating then in virgin Ау/a mice. 
The results obtained demonstrate that in non-
breeding female mice, MCR blockage is associated 
with AgRP expression inhibition which vanishes 
in lactation. In lactation, hyperphagia is independent 
of MCR blockage. In pregnancy, food intake regulation 
involves MCR signaling and activation of NPY and 
AgRP expression.

Key words: Ау mice; food intake; pregnancy; lactation; 
melanocortin receptors; NPY; AgRP.

Активация меланокортиновых рецепторов (МКР) в гипоталамусе 
подавляет аппетит. Белок, родственный агути (AgRP), и нейропеп-
тид Y (NPY) коэкспрессируются в нейронах гипоталамуса и повы-
шают аппетит: NPY – через свои рецепторы на МКР-нейронах, 
AgRP связывается с МКР и вызывает их инактивацию. У неразмно-
жающихся мышей генетическая блокада МКР (мутация yellow 
в локусе агути Ау) повышает потребление пищи. Остается невыяс-
ненной роль МКР в регуляции аппетита в период беремен ности 
и лактации, когда потребление пищи значительно возрастает. 
В этой работе у мышей линии C57Bl/6J a/a (контроль) и Ау/a 
генотипов изучали экспрессию AgRP (меланокортиновая регуля-
ция) и NPY (немелано кортиновая регуляция) в гипоталамусе 
в период беременности (7, 13, 18-й дни) и лактации (10-й и 21-й 
дни) и сопоставили ее с потреблением пищи. У виргинных Ау/a 
(блокада МКР) самок по сравнению с a/a самками потребление 
пищи было повышено, уровень мРНК и иммунореактивность 
AgRP понижены. Динамика возрастания потребления пищи по 
ходу беременности различа лась у Ау/a и a/a мышей. Уровень 
мРНК NPY возрастал только у a/a самок, а уровень мРНК AgRP – 
у самок обоих генотипов, но у Ау/a был ниже, чем у контрольных. 
После родов потребление пищи, уровни мРНК нейропептидов 
и иммунореактивность AgRP в гипоталамусе не различались у Ау/a 
и a/a самок, экспрессия AgRP у лактирующих Ау/a самок была 
выше, чем у виргинных. Получен ные результаты показывают, что 
блокада МКР снижает экспрессию AgRP у неразмножающихся 
самок мышей, беременность умень шает, а лактация устраняет этот 
эффект. Повышение потребления пищи во время беременности 
связано с активацией синтеза NPY и AgRP и проведением орекси-
генного сигнала через МКР. Гиперфагия лактации не зависит от 
инактивации МК-рецепторов.

Ключевые слова: Ау мыши; потребление пищи; беременность; 
лактация; меланокортиновые рецепторы; NPY; AgRP.
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Исследования механизмов поддержания энергетиче-
ского гомеостаза приобрели особую актуальность 
в связи с широким распространением метаболи-

ческих заболеваний, таких как ожирение и диабет. Как 
правило, ожирение развивается на фоне повышенного 
потребления пищи (гиперфагия) и сниженного расхода 
энергии (Konturek et al., 2005). Беременность и особенно 
лактация характеризуются выраженной гиперфагией, 
что может служить фактором, провоцирующим развитие 
ожирения. В период лактации потребление пищи возрас-
тает в несколько раз по сравнению с нормой (Makarova et 
al., 2010). Регуляторные механизмы повышения аппетита 
у беременных и кормящих самок изучены недостаточно 
(Woodside et al., 2012). Исследования в этой области на-
правлены в основном на изучение функции меланокор-
тиновой системы. 

Меланокортиновая система мозга считается одной из 
основных (если не основной) системой, задействованной 
в регуляции потребления и расхода энергии (Mountjoy, 
2015). Она включает в себя нейроны, экспрессирующие 
меланокортиновые рецепторы 3-го и 4-го типа (МКР3, 
МКР4), представленные в различных областях мозга 
(Mountjoy et al., 1994), а также две субпопуляции ней-
ронов, локализованные в аркуатном ядре гипоталамуса 
(АРК), которые секретируют лиганды этих рецепторов. 
Одна субпопуляция нейронов синтезирует меланоцитсти-
мулирующий гормон (МСГ), предшественником которого 
является проопиомеланокортин (ПОМК), другая – белок, 
родственный агути (Agouti gene Related Protein, AgRP), 
и нейропептид Y (NPY). МСГ и AgRP конкурируют за свя-
зывание с МКР и оказывают противоположное действие 
на баланс энергии: связывание МСГ с МКР4 активирует 
нейрональные пути, приводящие к снижению потребле-
ния пищи и увеличению расхода энергии, тогда как свя-
зывание AgRP с этим рецептором, напротив, увеличивает 
потребление пищи и снижает расход энергии (Mountjoy, 
2015). NPY через собственные рецепторы ингибирует 
МКР4-экспрессирующие нейроны, что также увеличивает 
аппетит (Sternson, Atasoy, 2014). 

Показано, что у кормящих самок крыс (Mann et al., 1997; 
Suzuki et al., 2014) снижена экспрессия ПОМК и повы-
шена экспрессия AgRP и NPY в нейронах гипоталамуса, 
что, по мнению авторов, и вызывает гиперфагию, по-
скольку это приводит к инактивации МКР и повышению 
аппетита. Однако генетическая блокада МКР, которую 
вызывает мутация yellow в локусе агути (А у) у мышей, 
не оказывает влияния на потребление пищи в период 
лактации (Makarova et al., 2010). Это говорит о том, что 
у лактирующих самок повышение аппетита не связано 
с проведением сигнала через МКР.

Оптогенетические исследования меланокортиновой 
системы продемонстрировали, что снижение потребления 
пищи, вызванное фотостимуляцией ПОМК нейронов, свя-
зано с проведением сигнала через МКР, тогда как увели-
чение в потреблении пищи, вызванное фотостимуляцией 
AgRP / NPY-синтезирующих нейронов, не зависит от мела-
нокортиновых рецепторов (Aponte et al., 2011). Возможно, 
отсутствие влияния генетической блокады МКР на потре-
бление пищи в период лактации связано с независящей 
от МКР активностью AgRP / NPY нейронов гипоталамуса. 

Целью настоящей работы было изучение гипотала-
мической экспрессии AgRP и NPY и сопоставление ее 
с потреблением пищи у мышей с мутацией А у в период 
беременности и лактации. 

Материалы и методы
Экспериментальные животные. Эксперименты про-
водились в соответствии с российскими (Приказ МЗ 
СССР от 12.08.1977 г. № 755 «О мерах по дальнейшему 
совершенствованию организационных форм работы с ис-
пользованием экспериментальных животных») и Между-
народными европейскими биоэтическими стандартами 
(86/609-EEC) по содержанию и обращению с лаборатор-
ными животными.

В работе использовали мышей линии C57Bl/6J, не-
сущих мутацию yellow в локусе агути (А у/а генотип) из 
вивария Института цитологии и генетики СО РАН (г. Но-
восибирск). Контролем служили мыши стандартного 
линейного агути генотипа (а/а) этой линии. Животных 
кормили гранулированным кормом для конвенцио-
нального содержания и разведения (ЗАО «Ассортимент – 
Агро», Москва, Сергиев Посад, Россия), содержали при 
режиме освещения 12 ч свет : 12 ч темнота и свободном 
доступе к воде и пище.

Потребление пищи. Самок в возрасте 8–9 нед спарива-
ли с самцами, покрытие регистрировали по вагинальной 
пробке, день обнаружения пробки считали нулевым днем 
беременности. Покрытых самок содержали поодиночке 
и ежедневно измеряли потребление пищи в течение 
всей беременности и первых десяти дней после родов. 
Детенышей отсаживали в возрасте 4 нед, у самок после 
отсадки детенышей измеряли недельное потребление 
пищи в течение 3 нед. 

Измерение уровня мРНК AgRP и NPY и иммуно-
реактивности AgRP в гипоталамусе. Покрытых самок 
умерщвляли декапитацией на 7-, 13-, 18-й дни беремен-
ности, 10- и 21-й дни после родов и через три недели после 
отсадки детенышей. Извлекали гипоталамусы и поме- 
щали в жидкий азот. Для сравнения использовали виргин-
ных самок в возрасте 8–10 нед. В каждую контрольную 
или экспериментальную группу входило не менее шести 
особей.

Уровень мРНК NPY и AgRP оценивали методом об-
ратной транскрипции и полимеразной цепной реакции 
(ОТ-ПЦР) как отношение количества мРНК исследуемого 
гена к количеству мРНК β-актина мыши.

Проведение ОТ-ПЦР. Из гипоталамуса выделяли об-
щую РНК, используя TRI реагент (Sigma, США), согласно 
инструкции. Для обратной транскрипции использовали 
M-MuLV обратную транскриптазу (НПО «СибЭнзим»)
и олиго-dT в качестве праймера, в пробу вносили один
мкг общей РНК.

С помощью электрофореза в агарозном геле оценивали 
количество амплифицированных фрагментов кДНК NPY 
и AgRP по отношению к фрагменту мышиного β-актина. 
Электрофорез продуктов ПЦР для обоих нейропептидов 
и β-актина проводили в одном геле в стандартных усло-
виях, окрашивали гели бромистым этидием, детекцию 
свечения в УФ проводили в стандартных условиях, для 
оценки оптической плотности бэндов использовали про-
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грамму GelPro. Для каждого образца РНК проводили по 
две реакции обратной транскрипции, для каждого образца 
кДНК – по две ПЦР, в результате чего значение экспрессии 
для каждой особи рассчитывалось как среднее из четырех. 
В качестве праймеров для ПЦР использовали для NPY 
смысловой 5ʹ-tgtttgggcattctggctgagg-3ʹ, антисмысловой 
5ʹ-ttctgggggcgttttctgtgct-3ʹ (Shimokawa et al., 2002); для 
AgRP – смысловой 5ʹ-gaaggcctgaccaggctctgttcc-3ʹ, анти-
смысловой 5ʹ-tttgatgtcacgcacgatttccc-3ʹ; для β-актина – 
смысловой 5ʹ-gtgggccgccctaggcaccag-3ʹ, антисмысловой 
5ʹ-ctctttgatgtcacgcacgatttc-3ʹ (Ziotopoulou et al., 2000).

Уровень AgRP в аркуатном (АРК) и паравентрикуляр-
ном (ПВЯ) ядрах гипоталамуса у лактирующих самок 
(с 7-го по 14-й дни лактации) и у виргинных самок (соот-
ветствующего возраста) оценивали с помощью иммуноги-
стохимии. В каждую экспериментальную группу вошло 
по пять самок. Животные были подвергнуты острому 
эфирному наркозу и перфузированы транскардиально 
0,1 М фосфатным буфером и 4 %-м параформальдеги-
дом. Этапы обработки материала для иммуногистохи-
мического исследования были описаны ранее (Mikhrina, 
Romanova, 2015). Исследования проведены на фронталь-
ных свободно плавающих срезах мозга толщиной 20 мкм, 
приготовленных с помощью криостата (Leika, Германия). 
Каждый десятый срез был окрашен толлуидиновым синим 
для идентификации паравентрикулярного и аркуатного 
ядер гипоталамуса, согласно атласу мозга мыши (Paxinos, 
Franklin, 2001).

Для выявления AgRP-иммунопозитивных структур был 
использован каждый четвертый срез гипоталамуса. После 
предварительной обработки и блокировки эндогенной 
пероксидазы в растворе 0,3 %-й перекиси водорода, раз-
веденной на 100 %-м метаноле, срезы инкубировали 48 ч 
при +4 °C с антителами кролика к AGRP 83-132 (Phoenix 
Inc., CA, США) в разведении 1 : 1 000. Затем были ис-
пользованы вторичные антитела козы против кролика, 
конъюгированные с биотином (VectorLab., США, 1 : 300) 
и комплекс стрептавидин-пероксидаза (Sigma, США, 
1 : 1 000).

Визуализацию реакции проводили 0,05 %-м диами-
нобензидином с 0,015 %-й перекисью водорода. Срезы 
натягивали на стекла, покрытые желатином, высушивали 
при комнатной температуре и после стандартной гисто-
логической обработки заключали под покровное стекло 
с помощью прозрачной среды Bio-maunt (Bio-Optica, 
Италия). Для проверки специфичности антител были 
проведены негативные контроли (реакции без первых 
или вторых антител). 

Изображения структур на препаратах мозга были полу-
чены c помощью микроскопа Zeiss (Imager A1, Германия) 
со встроенной телевизионной камерой и программы Axio-
Vision 4.8. На снимках с помощью программы Scion Imager 
(NIH, 4.1) была определена оптическая плотность (ОП) 
иммунореактивного вещества (на 1 мкм2).

Статистическая обработка. Для оценки влияния сро-
ков беременности или лактации на потребление пищи ис-
пользовали двухфакторный дисперсионный анализ (2- way 
ANOVA) с градациями факторов «генотип самки (а/а, 
А у/а)» и «день беременности» или «день лактации». Для 
оценки различий в потреблении пищи между а/а и А у/а 

самками после отъема детенышей использовали критерий 
Стьюдента для каждой недели. Для оценки влияния срока 
беременности и лактации на уровень мРНК нейропепти-
дов использовали однофакторный дисперсионный анализ 
(1-way ANOVA) для каждого генотипа в отдельности 
и двухфакторный дисперсионный анализ с градациями 
факторов «генотип самки» и «срок беременности (0, 7, 13, 
18) или лактации (10, 21)» с последующей оценкой меж-
групповых различий с помощью апостериорного критерия
Дункана (post-hoc Dunkan). Для оценки влияния лактации
на иммунореактивность AgRP в ядрах гипоталамуса ис-
пользовали двухфакторный дисперсионный анализ с гра-
дациями факторов «генотип самки» и «репродуктивный
статус (виргинные, лактация)». Результаты представлены
в виде значений среднего ± ошибка среднего. Для оценки
межгрупповых различий в случае необходимости исполь-
зовали критерий Стьюдента.

Результаты
Потребление пищи. До спаривания А у/а самки потре-
бляли больше пищи, чем а/а самки (3,1 ± 0,1 г/день, n = 9, 
3,6 ± 0,1 г/день, n = 9, а/а и А у/а соответственно, р < 0,01, 
тест Стьюдента). Достоверные различия по потреблению 
пищи сохранялись в первые три дня после покрытия 
(рис. 1). 

Хотя самки обоих генотипов демонстрировали воз-
растание в потреблении пищи по ходу беременности, 
динамика этого возрастания у них различалась, о чем 
свидетельствует достоверное взаимодействие факторов 
генотип × день беременности (р < 0,01, 2-way ANOVA), 
(рис. 1). Вплоть до седьмого дня беременности А у/а сам-
ки потребляли больше пищи, чем а/а самки, а в период 
с 11-го по 15-й дни беременности – меньше. Во время 
лактации, когда потребление пищи было максимальным, 
а также в течение первой недели после отъема детенышей 
А у/а и а/а самки съедали одинаковое количество корма, 
но со второй недели после отъема детенышей, А у/а самки 
начинали потреблять больше пищи (рис. 1). Таким обра-
зом, гиперфагия, вызванная блокадой меланокортиновых 
рецепторов, наблюдалась только у небеременных и не-
лактирующих самок либо на начальных стадиях бере- 
менности. 

Уровень мРНК нейропептидов. У небеременных А у/а 
и а/а самок в возрасте спаривания (8–9 нед) уровень мРНК 
NPY не различался, а уровень мРНК AgRP был вдвое ниже 
у А у/а самок (рис. 2). 

Профиль экспрессии NPY и AgRP менялся в ходе репро-
дуктивного процесса и зависел от агути генотипа самок. 
У а/а мышей уровень мРНК нейропептидов возрастал во 
время беременности и снижался после родов (рис. 2, 1-way 
ANOVA, F5,36 = 4,6, р < 0,01 для NPY; F5,35 = 3,9, р < 0,01 
для AgRP). При этом уровень мРНК NPY прогрессивно 
возрастал до 13-го дня беременности и затем не менялся 
до конца беременности (рис. 2). Уровень мРНК AgRP до-
стоверно увеличивался по сравнению с контролем и пред-
шествующим периодом только на 18-й день беременности 
(рис. 2). На 10-й день лактации уровень мРНК NPY был 
снижен по сравнению с 13-м и 18-м днями беременности, 
мРНК AgRP – по сравнению с 18-м днем беременности. 
Уровень мРНК обоих нейропептидов на 10-й и 21-й дни 
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Fig. 1. Food intake by а/а and Ау/а female mice: (a) daily food intake (g/day) during pregnancy and 10 days of lactation; (b) weekly food intake  
(g/week) during 3 weeks after weaning. 
Data are presented as means ± SE. * р < 0.01, Student’s t-test, а/а vs. Ау/а.

Fig. 2. Levels of (a, b) NPY and (c, d) AgRP mRNA in а/а and Ау/а female mice: (a, c) during pregnancy and lactation; (b, d) after weaning. 
The X-axis shows days of pregnancy (p.d) and days of lactation. The Y-axis shows relative gene expression (arbitrary units) calculated as cDNA signals of NPY 
or AgRP normalized to β-actin cDNA signals. Data are presented as means ± SE. *p < 0.05, Student’s t-test, а/а vs. Ау/а; ◊p < 0.05, post-hoc Dunkan, а/а vs. Ау/а; 
#p < 0.05, post-hoc Dunkan, between day13 or 18 of pregnancy and other indicated points for а/а female mice  (a, c); †p < 0.05, post-hoc Dunkan, between day 
10 or 21 of lactation and nonpregnant females for Ау/а mice (c).
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лактации не имел достоверных различий с таковым у не-
беременных самок. 

У А у/а мышей однофакторный дисперсионный анализ 
не выявил влияния беременности и лактации на уровень 
мРНК NPY. Уровень мРНК AgRP возрастал по ходу бере-
менности и затем не менялся (1-way ANOVA, F5,38 = 3,8, 
р < 0,01). У лактирующих А у/а мышей уровень мРНК 
AgRP был выше, чем у небеременных самок (рис. 2). 

Уровень мРНК NPY у А у/а мышей по сравнению с а/а 
мышами был снижен в период беременности и не разли-
чался в период лактации, после отъема детенышей и у не-
беременных самок (рис. 2). Уровень мРНК AgRP у А у/а 
мышей по сравнению с а/а мышами был снижен в период 
беременности, после отъема детенышей и у небеременных 
самок и не различался только в период лактации (рис. 2). 

Анализ содержания AgRP в ядрах гипоталамуса. 
Иммуногистохимическое выявление AgRP на срезах ги-
поталамуса показало, что в АРК уровень белка зависел 
как от агути генотипа самок (p < 0,01, F1,16 = 13, 2-way 
ANOVA), так и от их репродуктивного статуса (p < 0,01, 
F1,16 = 11, 2-way ANOVA). При этом достоверные геноти-
пические отличия наблюдались только у небеременных 
самок: у А у/а мышей уровень белка был снижен по срав-
нению с а/а мышами на 40 % (p < 0,05), (рис. 3). 

Уровень белка возрастал у лактирующих самок обоих 
генотипов по сравнению с виргинными, но различия до-
стигали статистической значимости только у А у/а мышей, 

у которых уровень белка возрастал на 66 % (p < 0,05), 
(рис. 3). 

В ПВЯ, как и в АРК, уровень AgRP зависел от агути 
генотипа самок (p < 0,01, F1,16 = 8,64, 2-way ANOVA), 
кроме того, было выявлено достоверное взаимодействие 
факторов генотипа и репродуктивного статуса (p < 0,05, 
F1,16 = 5,58, 2-way ANOVA). Как и в АРК, в ПВЯ стати-
стически достоверные генотипические различия были 
обнаружены только у виргинных самок (у А у/а на 39 % 
ниже, чем у а/а, p < 0,05), (рис. 3). Однако, в отличие от 
АРК, в ПВЯ уровень AgRP у лактирующих а/а самок до-
стоверно снизился по сравнению с виргинными, а у А у/а 
самок несколько возрос, хотя различия между виргинными 
и лактирующими самками не достигли статистической 
значимости. 

Таким образом, в обоих ядрах представительство 
AgRP было снижено у виргинных самок А у/а генотипа по 
сравнению с а/а генотипом. Во время лактации эти раз-
личия в обоих ядрах исчезали, но по разным причинам: 
в аркуатном ядре в основном за счет повышения уровня 
AgRP у А у/а мышей, а в паравентрикулярном ядре глав-
ным образом за счет снижения уровня AgRP у а/а мышей  
(рис. 3). 

Обсуждение
Мы проследили за изменением потребления пищи и гипо-
таламической экспрессией орексигенных нейропептидов 

Fig. 3. AgRP immunoreactivity in hypothalamic arcuate and paraventricular nuclei in virgin and lactating а/а and Ау/а female mice. 

The Y axis represents relative optical density in arbitrary units per µ2. Data are presented as M ± SE. *p < 0.05, post-hoc Dunkan, а/а vs. Ау/а; #p < 0.05, post-hoc 
Dunkan, virgin vs. lactating females for Ау/а mice in the arcuate nucleus and for а/а mice in the paraventricular nucleus.
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NPY и AgRP в ходе беременности, лактации и после 
отъема детенышей у самок с нормальной функцией ме-
ланокортиновой системы и блокадой МКР. 

Прежде всего, было обнаружено, что у А у/а самок 
в периоды, не связанные с увеличением энергозатрат на 
размножение (виргинные и после отъема детенышей), 
потребление пищи было повышено (из-за блокады МКР) 
(Miltenberger et al., 1997), а экспрессия AgRP понижена 
по сравнению с а/а контролем, что совпадает с резуль-
татами, полученными ранее на самцах А у/а мышей (Tsu-
ruta et al., 2002). Количество самого белка как в АРК, где 
он синтезируется, так и в ПВЯ, куда транспортируются 
гранулы с нейропептидами, также было снижено. Эти 
результаты свидетельствуют о том, что генетическая бло-
када меланокортиновых рецепторов приводит к ком-
пенсаторному снижению активности AgRP/NPY про-
дуцирующих нейронов. Однако мы, как и другие авторы 
ранее (Kesterson et al., 1997), не обнаружили разницы по 
экспрессии мРНК NPY в гипоталамусе у виргинных а/а 
и А у/а самок, что позволяет высказать предположение 
о возможности специфического подавления синтеза AgRP 
в AgRP/ NPY-продуцирующих нейронах у А у/а мышей. 
Опто- и фармакогенетические исследования показали, что 
секретируемые AgRP-позитивными нейронами медиато-
ры (AgRP, NPY и гамма-аминомасляная кислота (ГАМК)) 
различаются по характеру своего воздействия на аппетит 
(Sternson, Atasoy, 2014). AgRP через МКР4 оказывает 
долгосрочное активирующее влияние на потребление 
пищи, а NPY и ГАМК через собственные рецепторы по-
вышают потребление пищи непосредственно после акти-
вации нейронов, при этом каждый из медиаторов способен 
заместить действие двух остальных при генетическом 
нокауте последних (Krashes et al., 2013). Возможно, каж-
дый медиатор имеет собственные пути внутриклеточной 
регуляции синтеза и деградации. 

Сопоставление профилей экспрессии NPY и AgRP 
с потреблением пищи у нормальных (а/а) самок в ходе 
репродуктивного процесса показывает, что на начальных 
этапах беременности гиперфагия ассоциирована с ростом 
уровня мРНК NPY, в конце беременности – с повышен-
ным уровнем мРНК обоих нейропептидов. Возможно, 
в первой половине беременности аппетит повышается за 
счет преимущественного действия NPY, которое во второй 
половине беременности усиливается связыванием AgRP 
с МКР4. Вовлеченность AgRP нейронов и меланокорти-
новых рецепторов в регуляцию аппетита в период бере-
менности подтверждается и тем, что у А у/а самок прирост 
в потреблении пищи по ходу беременности был менее 
выражен, чем у а/а самок, при этом у них была снижена 
экспрессия NPY и AgRP в течение всей беременности. 

В период лактации меланокортиновая система уступает 
ведущую роль в регуляции энергетического гомеостаза 
другим, пока еще мало исследованным регуляторным 
механизмам. Об этом свидетельствуют снижение уровня 
мРНК NPY и AgRP у родивших а/а самок до значений, 
присущих виргинным самкам, а также отсутствие разницы 
в потреблении пищи у лактирующих А у/а и а/а мышей. 
Стимуляция аппетита во время лактации может зависеть 
от немеланокортиновых сигнальных путей, которые ак-
тивируются AgRP-нейронами через ГАМК, о чем свиде-

тельствуют результаты, представленные Phillips и Palmiter 
(2008). Авторы показали, что специфическое разрушение 
AgRP-нейронов на седьмой и девятый дни после родов как 
у нормальных мышей, так и у мышей с двойным нокаутом 
по генам npy и agrp приводило к резкому уменьшению 
в потреблении пищи. Современные исследования функ-
ции AgRP-нейронов показали, что их орексигенное дей-
ствие опосредуется через взаимодействие AgRP c МКР4 
в ядрах гипоталамуса и через МКР независимые пути 
в других структурах мозга (Wu, Palmiter, 2011). Снижение 
иммунореактивности AgRP в ПВЯ гипоталамуса у лакти-
рующих а/а самок по сравнению с виргинными говорит 
о возможном перераспределении активности AgRP ней-
ронов в пользу МКР-независимых сигнальных путей. 

Изменение экспрессии мРНК AgRP у А у/а мышей в про-
цессе беременности, лактации и после отъема детенышей 
и отсутствие отличий как по уровню мРНК, так и по 
иммунореактивности белка в АРК во время лактации, 
говорят о том, что ингибирующее действие блокады МКР 
на экспрессию AgRP снимается в ходе репродуктивного 
процесса и вновь восстанавливается после его окончания. 
Активация синтеза AgRP в конце беременности как у а/а, 
так и у А у/а самок может происходить под действием 
метаболических стимулов (например, снижения концен-
траций глюкозы в ходе беременности (Makarova et al., 
2010) либо специфичных для беременности гормональных 
сигналов; в период лактации – под действием факторов, 
связанных с синтезом, сосанием и отдачей молока. Однако 
остается неизвестным, какие именно метаболические 
и гормональные сигналы влияют на активность AgRP-
нейронов у беременных и кормящих самок (Woodside  
et al., 2012).

Неясно, имеет ли влияние на потребление пищи в пери-
од беременности и лактации изменение экспрессии AgRP 
у мышей с генетической блокадой меланокортиновых 
рецепторов, поскольку наличие МКР4 необходимо и до-
статочно для реализации орексигенного действия AgRP 
(Krashes et al., 2013). Нельзя исключить другие, непрямые, 
пути регуляторного влияния AgRP на аппетит, например, 
через влияние на активность других нейромедиаторов 
в AgRP-нейронах. О возможности таких взаимовлияний 
свидетельствуют эксперименты, которые показали, что 
нокаут гена npy не влияет на потребление пищи при 
активации AgRP-нейронов, но сопровождается при этом 
значительной интенсификацией передачи сигнала через 
ГАМК (Sternson, Atasoy, 2014).

Представленные в данной работе результаты указывают 
на возможную вовлеченность AgRP-нейронов гипота-
ламуса в не связанную с передачей сигнала через МКР 
регуляцию потребления пищи в период беременности 
и лактации, что не исключает и других путей регуляции. 
Стимулирующий эффект на аппетит в период беремен-
ности может оказывать возрастание уровня глюкокор-
тикоидов по ходу беременности (Makarova et al., 2010), 
поскольку кортикотропин-релизинг фактор (КРФ) сни-
жает аппетит (Drescher et al., 1994), а глюкокортикоиды 
по системе отрицательной обратной связи подавляют 
экспрессию КРФ в гипоталамусе (Brunton et al., 2008; 
da Costa et al., 2001). В период лактации значительное 
влияние на потребление пищи могут оказывать пролактин 
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и сосательные стимулы (Woodside et al., 2012). Регуля-
ция энергетического гомеостаза в период беременности 
и лактации требует дальнейшего изучения с привлечением 
современных генетических и физиологических методов 
исследования. 

Суммируя полученные результаты, можно заключить, 
что блокада меланокортиновых рецепторов оказывает 
ингибирующее влияние на экспрессию AgRP в аркуатном 
ядре гипоталамуса, но только у самок, не вовлеченных 
в репродуктивный процесс: во время беременности это 
ингибирующее влияние ослабевает и полностью исчезает 
при лактации. Регуляция потребления пищи различает-
ся у беременных и лактирующих самок. Регуляторные 
механизмы, повышающие потребление пищи в период 
беременности, включают в себя активацию синтеза NPY 
и AgRP в АРК и проведение орексигенного сигнала че-
рез МКР. Ведущую роль в регуляции потребления пищи 
во время лактации берут на себя сигнальные пути, не 
связанные с функционированием меланокортиновых 
рецепторов.

Acknowledgments
This study was supported by State Budgeted Project 0324-
2015-0004 and the Russian Foundation for Basic Research, 
projects 06-04-48517 and 07-04-01258.

Conflict of interest 
The authors declare no conflict of interest.

References 
Aponte Y., Atasoy D., Sternson S.M. AGRP neurons are sufficient to 

orchestrate feeding behavior rapidly and without training. Nat. Neu-
rosci. 2011;14(3):351-355. DOI 10.1038/nn.2739

da Costa A.P., Ma X., Ingram C.D., Lightman S.L., Aguilera G. Hy-
pothalamic and amygdaloid corticotropin-releasing hormone (CRH) 
and CRH receptor-1 mRNA expression in the stress-hyporesponsive 
late pregnant and early lactating rat. Brain Res. Mol. Brain. Res. 
2001;91:119-130. 

Drescher V.S., Chen H.L., Romsos D.R. Corticotropin-releasing hor-
mone decreases feeding, oxygen consumption and activity of geneti-
cally obese (ob/ob) and lean mice. J. Nutr. 1994;124:524-530. 

Kesterson R.A., Huszar D., Lynch C.A., Simerly R.B., Cone R.D. In-
duction of neuropeptide Y gene expression in the dorsal medial hy-
pothalamic nucleus in two models of the agouti obesity syndrome. 
Mol. Endocrinol. 1997;11(5):630-637.

Konturek P.C., Konturek J.W., Cześnikiewicz-Guzik M., Brzozows-
ki T., Sito E., Konturek S.J. Neuro-hormonal control of food intake: 
basic mechanisms and clinical implications. J. Physiol. Pharmacol. 
2005;56(Suppl. 6):5-25.

Krashes M.J., Shah B.P., Koda S., Lowell B.B. Rapid versus delayed 
stimulation of feeding by the endogenously released AgRP neuron 
mediators GABA, NPY, and AgRP. Cell Metab. 2013;18(4):588-
595. DOI 10.1016/j.cmet.2013.09.009

Makarova E.N., Yakovleva T.V., Shevchenko A.Y., Bazhan N.M. 
Pregnancy and lactation have anti-obesity and anti-diabetic ef-
fects in Ay/a mice. Acta Physiol. (Oxf). 2010;198(2):169-177. DOI 
10.1111/j.1748-1716.2009.02046.x

Mann P.E., Rubin B.S., Bridges R.S. Differential proopiomelanocor-
tin gene expression in the medial basal hypothalamus of rats during 
pregnancy and lactation. Brain Res. Mol. Brain Res. 1997;46(1/2): 
9-16.

Mikhrina A.L., Romanova I.V. The role of AGRP in regulating dopami-
nergic neurons in the brain. Neurosci. Behav. Physiol. 2015;45(5): 
536-541.

Miltenberger R.J., Mynatt R.L., Wilkinson J.E., Woychik R.P. The role 
of the agouti gene in the yellow obese syndrome. J. Nutr. 1997;127: 
1902S-1907S.

Mountjoy K.G. Pro-opiomelanocortin (POMC) neurones, POMC-de-
rived peptides, melanocortin receptors and obesity: how understand-
ing of this system has changed over the last decade. J. Neuroendo-
crinol. 2015;27(6):406-418. DOI 10.1111/jne.12285 

Mountjoy K.G., Mortrud M.T., Low M.J., Simerly R.B., Cone R.D. 
Localization of the melanocortin-4 receptor (MC4-R) in neuroendo-
crine and autonomic control circuits in the brain. Mol. Endocrinol. 
1994;8(10):1298-1308.

Paxinos G.T., Franklin K.B.J. The Mouse Brain in Stereotaxic Coordi-
nates. San Diego: Acad. Pres., 2001.

Phillips C.T., Palmiter R.D. Role of agouti-related protein-expressing 
neurons in lactation. Endocrinology. 2008;149(2):544-550. 

Shimokawa T., Kumar M.V., Lane M.D. Effect of a fatty acid synthase 
inhibitor on food intake and expression of hypothalamic neuropep-
tides. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 2002;99(1):66-71. 

Sternson S.M., Atasoy D. Agouti-related protein neuron circuits that 
regulate appetite. Neuroendocrinology. 2014;100(2/3):95-102. DOI 
10.1159/000369072

Suzuki Y., Nakahara K., Maruyama K., Okame R., Ensho T., Inoue Y., 
Murakami N. Changes in mRNA expression of arcuate nucleus ap-
petite-regulating peptides during lactation in rats. J. Mol. Endocri-
nol. 2014;52(2):97-109. DOI 10.1530/JME-13-0015 

Tsuruta Y., Yoshimatsu H., Hidaka S., Kondou S., Okamoto K., Saka-
ta T. Hyperleptinemia in Ay/a mice upregulates arcuate cocaine- and 
amphetamine-regulated transcript expression. Am. J. Physiol. Endo-
crinol. Metab. 2002;282(4):E967-973.

Woodside B., Budin R., Wellman M.K., Abizaid A. Many mouths to 
feed: the control of food intake during lactation. Front. Neuroendo-
crinol. 2012;33(3):301-314. DOI 10.1016/j.yfrne.2012.09.002

Wu Q., Palmiter R.D. GABAergic signaling by AgRP neurons prevents 
anorexia via a melanocortin-independent mechanism. Eur. J. Phar-
macol. 2011; 660(1):21-27. DOI 10.1016/j.ejphar.2010.10.110

Ziotopoulou M., Mantzoros C.S., Hileman S.M., Flier J.S. Differential 
expression of hypothalamic neuropeptides in the early phase of diet-
induced obesity in mice. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 2000; 
279(4):E838-E845. 



Наследственные особенности физиологических функций
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

Effects of neonatal handling 
on behavior and stress-response 
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It is known that neonatal handling may cause long-
term changes in neurobiological and behavioral 
phenotypes. Neonatal handling of rats selected 
for enhanced aggressiveness towards humans 
(“aggressive” rats of generation 44) significa tly 
mitigated aggression and stress responsiveness. 
However, levels of corticosterone in stress in intact 
aggressive rats of later generations (70s) were lower 
than in generation 44, which differed little from 
the corresponding value in “tame” rats, selected 
in the opposite direction, for the absence of aggres-
sive ness towards humans. The study was conducted 
with Norway rat populations of the 75th gene ra-
tion of selection for aggressive and tame behavior, 
respectively. The goal was to find out whether
the decrease in stress response in aggressive rats 
at the current stage of selection was accompanied 
by a decrease in the influen e of handling on aggres-
siveness. It was found that neonatal handling 
of aggressive animals caused a significa t decrease 
in aggressiveness, although considerably smaller 
than in generation 44. In both aggressive and tame 
rats, the blood corticosterone level at stress was 
getting back to the basal level for a longer time than 
in the corresponding control groups. Neonatal handl-
ing decreased the amount of mRNA for the glu cocor-
ticoid receptor (GR) in the hippocampus of ag gressive 
rats but did not affect significa tly the amount 
of mRNA for the corticotropin-releasing hormone 
(CRH) in the hypothalamus. However, higher contents 
of CRH mRNA were recorded in aggressive rats 
than in tame ones in the control groups. However, 
no differences in glucocorticoid receptor mRNA 

Известно, что неонатальный хэндлинг может приводить 
к устойчивым изменениям нейробиологического и поведенче-
ского фенотипов. Под влиянием неонатального хэндлинга у крыс, 
селекционированных на усиление агрессивно-оборонительной 
реакции по отношению к человеку («агрессивные», 44-е поколе-
ние), происходило значительное ослабление агрессии, сопрово-
ждаемое снижением стресс-реактивности. Однако и у интактных 
агрессивных крыс последних поколений (70-е) отме чали более 
низкий стрессорный уровень кортикостерона относительно 
44-го поколения, который не так существенно отличался от соот-
ветствующего уровня гормона у «ручных» крыс, селекциониру-
емых в противоположном направлении – на отсутствие агрессии 
к человеку. Исследование проводили на серых крысах 75-го 
поколения отбора на агрессивное поведение и для сравнения – 
на ручное. Целью данной работы было выяснить, сопровожда-
ется ли снижение стресс-реактивности у агрессивных крыс 
на современном этапе селекции ослаблением эффекта хэнд лин га 
на агрес сивность. Под влиянием неонатального хэндлинга у агрес-
сивных животных обнаружено достоверное, но сущест венно 
меньшее, чем у крыс 44-го поколения, снижение агрес сив ности. 
При этом как у агрессивных, так и ручных крыс стрес сор ный 
уровень кортикостерона в крови возвращался к ба зальному 
уровню в течение более длительного времени, чем у соот ветству-
ющих контрольных животных. Неонатальный хэндлинг вызывал 
пони жение количества мРНК рецептора глюкокортикоидов (ГР) 
в гиппокампе агрессивных крыс, но достоверно не влиял 
на количество мРНК кортикотропин-рилизинг (КРГ) гормона 
в гипоталамусе. Однако в контроле отмечали более высокое 
содержание мРНК КРГ у агрессивных крыс относительно ручных 
и, наоборот, не обнаружили различий в количестве мРНК ГР 
между линиями в отличие от более ранних поколений. Показано, 
что хэндлинг детенышей положительно влиял на материнское 
поведение у ручных крыс. Таким образом, результаты, полученные 
в 75-м поколении отбора, свидетельствуют о том, что эффект 
хэндлинга на агрессивность ослабевает на фоне понижения 
стресс-реактивности у агрессивных крыс. Вероятно, это связано 
с изменением количества ГР в гиппокампе и усилением глюко-
кор тикоидной обратной связи на современном этапе отбора. 
Небольшое увеличение продолжительности стресс-ответа, 
по-видимому, связано со стрессогенной составляющей неонаталь-
ного хэндлинга и не связано с изменением материнской заботы.

Ключевые слова: неонатальный хэндлинг; агрессия; агрессивные 
крысы; ручные крысы; материнское поведение; отбор по 
поведению.
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were found between the strains in contrast to earlier 
generations. It was shown that neonatal handling was 
beneficial or maternal behavior in tame rats. Thus, 
the results obtained in the 75th generation of selection 
indicate that the effect of handling on aggressiveness 
weakens with decreasing stress responsiveness in ag gres-
sive rats. This is likely to be related to the changing amount 
of GR in the hippocampus and stronger gluco corticoid-
mediated feedback at the current stage of selec tion. 
The minor prolongation of the stress response appears 
to be related to the stressing component of neonatal 
handling rather than to changes in maternal care. 

Keywords: neonatal handling; aggression; maternal 
behavior; aggressive rats; tame rats; selection for behavior.
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Внешние воздействия на ранних стадиях развития 
организма приводят к устойчивым изменениям по-
веденческих и гормональных ответов на широкий 

круг стрессорных агентов. Феномен ранних воздействий 
широко изучался еще в 60–70-х годах XX века (Levine, 
1967). Однако в связи с высокой фундаментальной 
значимостью этого явления и из-за его существенного 
влияния на телесное и психическое здоровье человека 
количество исследований по данной тематике продол-
жает расти (Bagot, Meaney, 2010; Tang et al., 2014; Bale, 
2015). Известно, что стресс, алкоголь, курение и другие 
факторы как на самых ранних, так и на поздних этапах 
беременности повышают риск возникновения сердечно-
сосудистых заболеваний, метаболических нарушений, 
психических расстройств, таких как шизофрения (Zhang 
et al., 2013; Bale, 2015). Чувствительными являются также 
ранний постнатальный и адолесцентный периоды. На 
этих этапах развития различные влияния среды могут 
вызывать устойчивые положительные или отрицательные 
изменения в организме (McEwen, 2000; Gonzalez-Liencres 
et al., 2013; Zhang et al., 2013). 

Среди ранних воздействий широко исследованы яркие 
эффекты неонатального хэндлинга, который, как принято 
считать, обогащает раннюю социальную среду развива-
ющегося организма. Они касаются поведения, гормо-
нального стресс-ответа и связанной с ним тревожности 
и исследованы у разных животных (Levine, 1967; Liu et 
al., 1997; Kosten et al., 2006). Во многих исследованиях по-
казано, что неонатальный хэндлинг снижает стресс-ответ, 
тревожность, эмоциональную реактивность у животных 
во взрослом состоянии (Levine, 1967; Liu et al., 1997). Мо-
лекулярным механизмом снижения глюкокортикоидного 
стресс-ответа в первую очередь считаются повышение ко-
личества рецептора глюкокортикоидов (ГР, NR3C1) в гип-
покампе и снижение количества кортикотропин-рили-  
зинг гормона (КРГ, CRH) в гипоталамусе (Liu et al., 1997).

Эффекты хэндлинга схожи с изменениями, наблюда-
емыми у отловленных из природы крыс, после длитель-

ной селекции на отсутствие агрессивно-оборонительной 
реакции на человека («ручные» крысы) (Plyusnina, Oskina, 
1997; Plyusnina et al., 2009; Гербек и др., 2010; Herbeck et 
al., 2010). То есть у этих животных одновременно со сни-
жением стресс-ответа происходило и снижение агрессии 
по отношению к человеку. И. Оськина и И. Плюснина 
обнаружили, что неонатальный хэндлинг крыс, селекцио-
нируемых в противоположном направлении, на усиление 
агрессивно-оборонительной реакции по отношению 
к человеку («агрессивные», 44-е поколение), существен-
но снижает агрессию по отношению к человеку. Ранние 
воздействия также снижали стресс-ответ и повышали 
количество ГР в гиппокампе (Оськина, Плюснина, 1997). 
Необходимо также отметить, что эффекты неонатального 
хэндлинга отчасти обусловлены изменением материнского 
поведения после воздействия (Liu et al., 1997; Zhang et al., 
2013). В то же время показано, что ручные и агрессивные 
крысы также различаются по материнскому поведению 
(Плюснина и др., 2013; Plyusnina et al., 2013).

Перечисленные результаты говорят в пользу того, 
что отбор по поведению у данных линий крыс являлся 
одновременно отбором на стресс-реактивность (Беляев, 
Бородин, 1982), а также могут указывать на схожесть не-
которых механизмов, лежащих в основе эффектов хэнд-
линга и отбора на ручное поведение. Однако у ручных 
и агрессивных крыс современных (70-х) поколений отбора 
практически полностью отсутствуют различия в уровне 
глюкокортикоидного стресс-ответа в основном за счет 
снижения уровня стресс-индуцированной концентрации 
глюкокортикоидов в крови агрессивных крыс. В то же 
время ручное и агрессивное поведение по отношению 
к человеку у животных этих линий остается на прежнем 
уровне (Прасолова и др., 2014). Действительно, связь 
стресса и агрессии не является очевидной и у разных 
линий животных может выступать в различных сочета-
ниях (Gariépy et al., 2002; Veenema et al., 2007). Хэндлинг 
у ряда линий животных также не вызывает каких-либо 
изменений в стресс-ответе (Liu et al., 1997; Steimer et 
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al., 1998; Gariépy et al., 2002), а на агрессию производит 
усиливающий эффект (Gariépy et al., 2002; Todeschin et 
al., 2009). Так, у мышей линий NC100 (высокоагрессив-
ные) и NC900 (низкоагрессивные) ранние воздействия 
приводят к повышению уровня межсамцовой агрессии, 
однако снижение кортикостерона обнаружено только у 
высокоагрессивной линии. При этом базальный и стресс-
индуцированный уровни этого гормона у обеих линий не 
различались (Gariépy et al., 2002). 

Таким образом, в данной работе поставлена цель выяс-
нить, сохраняются ли эффекты неонатального хэндлинга, 
наблюдаемые на 44-м поколении селекции по реакции на 
человека, у агрессивных крыс 75-го поколения и влияет 
ли снижение стресс-ответа на современном этапе селек-
ции на эти эффекты. Для достижения поставленной цели 
у взрослых ручных и агрессивных крыс, подвергнутых 
неонатальному хэндлингу, и контрольных животных 
исследовали поведение по отношению к человеку и по-
казатели, связанные со стресс-ответом и изменяющиеся 
под действием факторов ранней среды. В их число вошли 
тревожность, концентрация кортикостерона и адрено-
кортикотропного гормона (АКТГ) в плазме крови, мРНК 
КРГ в гипоталамусе и ГР в гиппокампе. Кроме того, ис-
следовано материнское поведение крыс, пометы которых 
участвовали в эксперименте, как возможный фактор, 
влияющий на эффекты неонатального хэндлинга.

Материалы и методы

Экспериментальные животные
Эксперименты проводили в соответствии с междуна-
родными европейскими биоэтическими стандартами 
(86/609-EEC) и российскими этическими стандартами по 
содержанию и обращению с лабораторными животными.

Работу проводили на двух аутбредных линиях серых 
крыс (Rattus norvegicus), полученных в ИЦиГ СО РАН 
путем длительной селекции на усиление («агрессивные») 
и отсутствие («ручные») агрессивно-оборонительного 
поведения по отношению к человеку (75-е поколение) 
(Plyusnina, Oskina, 1997). В опыт было взято по 16 ручных 
и агрессивных самок с первыми пометами по 6–8 детены-
шей. Крыс содержали на стандартном питании в условиях 
естественного светового дня при свободном доступе к 
воде и пище. Из самок с пометами были сформированы 
четыре группы: первые две группы подвергали неона-
тальному хэндлингу; третья (агрессивные) и четвертая 
(ручные) группы являлись контрольными.

Процедура неонатального хэндлинга 
и исследование поведения животных
В возрасте 4 мес. самок и самцов ссаживали попарно. 
На 20-й день самцов отсаживали, а самок рассаживали 
в клетки для изучения влияния хэндлинга на материнское 
поведение. Хэндлинг проводили ежедневно в одно и то 
же время первые 12 дней жизни крысят по методике, 
описанной ранее (Francis et al., 2002; Veenema, 2012). 
Мать отсаживали от помета в другую клетку, затем кры-
сят по одному рукой в перчатке переносили в открытые 
пластмассовые контейнеры на опилки и оставляли на 
15 мин, после чего детенышей, а затем и мать возвращали 

в клетку. Животных из контрольной группы содержали 
в это время вместе с матерями и не подвергали никаким 
манипуляциям.

Автоматическую видеорегистрацию поведения самок 
проводили со 2-го по 12-й дни кормления крысят через 
каждые 3 мин в течение часа, пять раз в сутки согласно 
протоколу, описанному ранее (Плюснина и др., 2013; 
Plyusnina et al., 2013). Суммарное число наблюдений 
составляло 100 в сутки для каждой самки. Регистриро-
вали следующие показатели материнского поведения: 
нахождение самки в гнезде (доля от суммарного времени 
наблюдения, %), кормление крысят и его типы, вылизы-
вание и умывание крысят. Различали три типа кормления: 
«аркообразный» – спина самки выгнута дугой, самка стоит 
на вытянутых лапах; «платообразный» – самка практи-
чески лежит на крысятах, вытянув лапы; пассивный – 
самка лежит на боку или на спине. Оценивали частоту 
(%) проявления типов кормления от суммарного времени 
нахождения самки в гнезде. 

В возрасте 1 мес. крысят отсаживали от матерей. 
В возрасте 2 мес. у всех самцов оценивали поведение 
по отношению к человеку при введении руки в перчатке 
в открытую дверцу клетки (тест на перчатку) по балльной 
шкале: от –4 (высокоагрессивное) до +4 (эмоционально 
положительное). Отрицательные значения указывают на 
наличие оборонительной агрессии по отношению к че-
ловеку, а положительные – на ее отсутствие. Подробно 
методика теста изложена в статьях (Plyusnina, Oskina, 
1997; Plyusnina et al., 2009). В этом же возрасте живот-
ных рассаживали по половому признаку и содержали по 
четыре особи в клетке. 

Через неделю по 12 самцов из каждой группы исполь-
зовали для изучения эффектов хэндлинга на поведение 
крыс в тесте «светло-темная камера» и еще через неделю – 
в стартл-тесте. Тревожность крыс оценивали в тес тах со-
гласно стандартным протоколам (Konoshenko, Plyusnina, 
2012). Крысу помещали в светло-темную камеру. Темная 
часть была сделана из непрозрачного винипласта, а свет-
лую часть камеры, сделанную из прозрачного оргстекла, 
дополнительно освещали. Крысу помещали в светлый 
отсек камеры и в течение 5 мин производили видеона-
блюдение. Оценивали латентный период захода в темную 
часть камеры и суммарное время, проведенное в ней, 
число заходов в темный отсек, выглядываний из него, 
вытянутых поз (задняя часть туловища крысы находится 
в темном отсеке, а передняя – в светлом), заглядываний 
из светлой части камеры в темную, вертикальных стоек 
и аутогруминга в светлой части камеры, время горизон-
тальной локомоции и застываний в светлой части камеры. 

Стартл-тест проводили с помощью аппарата для из-
мерения амплитуды реакции вздрагивания (TSE Equip-
ment), представляющего собой звуконепроницаемый бокс 
с чувствительной платформой, на которую помещали 
рестрикционную клетку. Длительность адаптационного 
периода составляла 3 мин (белый шум, 65 дБ). Затем 
проводили измерение базальной активности (30 с), за 
которым следовали 10 звуковых стимулов (белый шум: 
40 мс, 115 дБ). Длительность интервалов между стиму-
лами – 15 с (белый шум, 65 дБ). Активность животных 
измеряли в течение 150 мс от начала стимула. Амплитуду 
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реакции вздрагивания вычисляли как максимальное дав-
ление на платформу, деленное на вес тела. Дополнительно 
вычисляли среднюю амплитуду вздрагивания для первых 
и вторых пяти акустических стимулов. 

В возрасте 3 мес. по пять самцов каждой опытной 
группы подвергали быстрой декапитации (< 1 мин), после 
чего извлекали головной мозг, из которого брали образцы 
гиппокампа и гипоталамуса. 

Исследование влияния неонатального хэндлинга 
на стресс-реактивность у ручных  
и агрессивных крыс
Рестрикционный стресс вызывали ограничением возмож-
ности передвижения, для чего трехмесячных самцов крыс 
помещали на 30 мин в сетчатые трубки диаметром 5 см. 
После всех манипуляций животных возвращали в клет-
ки. Пробы крови брали до стресса, после его окончания, 
а также через 1, 2 и 4 ч после стресса. Измерение уровня 
кортикостерона в плазме крови крыс, подвергавшихся 
и неподвергавшихся неонатальному хэндлингу, про-
водили методом конкурентного белкового связывания 
(Murphy, 1967) в модификации Тинникова и Бажан (1984). 
Содержание адренокортикотропина (АКТГ) в плазме 
крови опытных и контрольных самцов крыс измеряли 
иммуноферментным методом с помощью ACTH ELISA Kit 
(Biomerica, США) согласно инструкции производителя.

Анализ количества мРНК рецептора 
глюкокортикоидов в гиппокампе и кортикотропин-
рилизинг гормона в гипоталамусе крыс
Для анализа количества мРНК в образцах мозга использо-
вали метод ПЦР в реальном времени, совмещенной с об-
ратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Выделение суммарной 
РНК из образцов гиппокампа и гипоталамуса (по пять 
крыс в каждой группе) проводили c использованием набо-
ра TRI Reagent (MRC, США), после чего удаляли примеси 
геномной ДНК с помощью дезоксирибонуклеазы I без 
РНКаз (Thermo Fisher Scientific). Процедуры выполняли 
согласно протоколам фирм-изготовителей. Синтез кДНК 
проводили, используя обратную транскриптазу ReverdAid 
(Thermo Fisher Scientific), при концентрации РНК 
0,05 мкг/ мкл согласно протоколу производителя транс-
криптазы. Для анализа экспрессии гена КРГ кДНК синте-
зировали при помощи праймеров polyT(15), а для оценки 
экспрессии гена ГР – используя специфические праймеры 
к мРНК ГР (5ʹ-GCTGGATGGAGGAGAGCTTA- 3ʹ) и мРНК 
циклофилина A (5ʹ-CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC- 3ʹ;  
Peinnequin et al., 2004). Все праймеры синтезированы 
фирмой Biosset, Россия. ПЦР в реальном времени прово-
дили на приборе ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems, 
США). Реакционная смесь объемом 25 мкл включала: 
смесь для проведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR Green 
и ROX (Синтол, Россия), 0,25 мкл продукта ОТ-реакции 
и праймеры для кДНК ГР (F: 5ʹ-AGGGGAGGGGGAGC 
GTAATGG-3ʹ; R: 5ʹ-CCTCTGCTGCTTGGAATCTGC-3ʹ),  
КРГ (F: 5ʹ-AAAATGTGGATCCAAGGAGGA-3ʹ; R: 
5ʹ-TAGCCACCCCTCAAGAATGAA-3ʹ) или циклофи-
лина А (F: 5ʹ-GTGTTCTTCGACATCACGGCT-3ʹ; R: 
5ʹ-CTGTCTTTGGAACTTTGTCTGCA-3ʹ) (Marini et al., 
2006). Каждую реакцию проводили в трех технических 

повторах. Специфичность продукта оценивали путем 
анализа кривой плавления и электрофоретического разде-
ления продукта в агарозном геле. С помощью программы 
REST 2009 (QIAGEN) определяли относительную экс-
прессию генов ГР и КРГ в разных группах, анализируя 
данные порогового цикла для каждого гена, нормали-
зованные по пороговому циклу внутреннего контроля 
цикло филина A, и проводили попарные сравнения между 
группами. При этом учитывали эффективность реакции 
для каждой пары праймеров, рассчитанную с помощью 
серии разведений.

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку данных по материнскому по-
ведению, в тесте «на перчатку», в тесте «светло-темная 
камера» проводили с использованием двухфакторного 
дисперсионного анализа, при котором в качестве факторов 
были генотип и процедура хэндлинга, с последующим 
сравнением групповых средних по критерию Fisher 
LSD. Средние значения амплитуды реакции вздрагива-
ния в стартл-тесте для первых и вторых пяти стимулов, 
а также динамики стрессорных уровней кортикостерона 
и АКТГ были обработаны с помощью анализа ANOVA 
для повторных измерений (с генотипом и процедурой 
хэндлинга в качестве факторов), с последующим срав-
нением групповых средних по критерию Fisher LSD. 
Результаты на графиках представлены в виде значений 
среднего ± ошибка среднего. Статистическую достовер-
ность различий между группами по результатам ПЦР 
оценивали с помощью рандомизированного критерия 
с двухточечным перераспределением с использованием 
программы REST 2009 (QIAGEN). 

Результаты

Исследование поведения матерей, потомков 
которых подвергали неонатальному хэндлингу
В настоящей работе исследовали материнское поведение 
при хэндлинге и в контрольных группах у линий ручных 
и агрессивных крыс. Нахождение самки в гнезде, «ар-
кообразный» тип кормления и взаимодействие матери 
с потомством (вылизывание) рассматриваются как индекс 
активной материнской заботы (Liu et al., 1997). «Арко-
образный» тип кормления является самым эффективным, 
а пассивный – наименее эффективным для продукции 
молока и обеспечения наиболее высокой жизнеспособ-
ности крысят. 

Результаты двухфакторного дисперсионного анализа 
показали достоверное влияние фактора генотипа на 
частоту нахождения в гнезде (F1,2017 = 18,06; p < 0,001), 
cуммарную частоту кормления (F1,2017 = 6,11; p = 0,01), 
частоту аркообразного (F1,1757 = 26,03; p < 0,001) и пассив-
ного (F1,1757 = 33,99; p < 0,001) типов кормления, а также 
процент груминга и вылизывания крысят (F1,2017 = 4,94; 
p < 0,05). Было выявлено также достоверное влияние 
фактора хэндлинга на частоту нахождения самки в гнез-
де (F1,2017 = 4,01; p < 0,05), частоту платообразного 
(F1,1757 = 12,96; p < 0,001) и пассивного (F1,1757 = 9,02; 
p < 0,01) типов кормления. Было продемонстрировано 
взаимодействие факторов генотипа и хэндлинга для 
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частоты нахождения в гнезде (F1,2017 = 13,89; p < 0,001), 
суммарной частоты кормления (F1,2017 = 4,49; p < 0,05), 
частоты аркообразного (F1,1757 = 12,13; p < 0,001) и пас-
сивного (F1,1757 = 18,95; p < 0,001) типов кормления.

Частота нахождения в гнезде была достоверно меньше 
у ручных самок по сравнению с агрессивными, при этом 
процедура хэндлинга вызывала увеличение данного по-
казателя у ручных крыс до уровня агрессивных (рис. 1). 
Частота кормления самкой детенышей была достоверно 
меньше у контрольной группы ручных крыс по сравне-
нию с контрольными агрессивными животными. Не было 
обнаружено достоверного изменения данного параметра 
под воздействием хэндлинга у самок обоих генотипов. 
Частота аркообразного типа кормления была достоверно 
меньше у ручных самок по сравнению с агрессивными 
в контрольных группах (рис. 2). При этом хэндлинг вы-
звал достоверное уменьшение частоты аркообразного 
кормления у агрессивных самок и увеличение данного 
показателя у ручных. Частота платообразного типа корм-
ления не различалась у крыс разных генотипов (рис. 2). 
В то же время хэндлинг вызвал достоверное увеличение 
частоты платообразного типа кормления у самок крыс 
обоих генотипов. Частота пассивного типа кормления 
была достоверно больше у ручных самок по сравнению 
с агрессивными, при этом процедура хэндлинга вызывала 
снижение данного показателя у ручных крыс до уровня 
агрессивных (рис. 2).

Исследование влияния ранних воздействий 
на поведение во взрослом состоянии  
у ручных и агрессивных крыс
Тест «на перчатку». Оборонительная агрессия была ярко 
выражена у агрессивных крыс контрольной группы и пол-
ностью отсутствовала у ручных животных, что соответ-
ствует более ранним исследованиям (Оськина, Плюснина, 
1997; Plyusnina, Oskina, 1997). Двухфакторный диспер-
сионный анализ выявил достоверное влияние факторов 
генотипа (F1,93 = 61,49; p < 0,001), хэндлинга (F1,93 = 6,34; 
p < 0,05), а также взаимодействие данных факторов 
(F1,93 = 5,70; p < 0,05) на балльную оценку поведения крыс 
в тесте «на перчатку». Балльная оценка поведения агрес-
сивных крыс была отрицательной (–3,05 ± 0,07) (рис. 3) 
и достоверно отличалась от положительной балльной 
оценки ручных крыс (+3,45 ± 0,05; p < 0,001). Процедура 
хэндлинга вызвала достоверное изменение балльной 
оценки агрессивных самцов (–2,66 ± 0,09; p < 0,001), но 
не повлияла на поведение ручных крыс в данном тесте 
(+3,31 ± 0,00; p > 0,05) (рис. 3).

Стартл-тест. На рис. 4 изображены амплитуды вздра-
гивания ручных и агрессивных самцов крыс в ответ на 
предъявление первых и вторых пяти акустических сти-
мулов. Двухфакторный дисперсионный анализ данных 
для повторных измерений показал достоверное влияние 
фактора номера акустического стимула (F1,44 = 79,05; 
p < 0,001), а также фактора генотипа (F1,44 = 8,80; 
p < 0,001) на амплитуду реакции вздрагивания. Кроме 
того, было продемонстрировано взаимодействие факто-
ров хэндлинга и номера стимула (F1,44 = 10,38; p < 0,01), 
а также факторов хэндлинга, номера стимула и генотипа 
(F1,44 = 4,84; p < 0,01).

Fig. 1. Effect of pup handling on mother behavior indices in aggressive 
and tame female rats: (a) time spent in the nest, (b) frequency of nursing 
In the experimental group, pups were exposed to neonatal handling, and 
in the control group, they were not. **p < 0.01; ***p < 0.001 in comparison 
to the aggressive control group; хххp < 0.001 in the experimental group 
in comparison to the control group of the same genotype.
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Средняя амплитуда вздрагивания в ответ на первые пять и последующие 
пять стимулов была достоверно меньше у ручных самцов контрольной группы 
по сравнению с агрессивными контрольными животными (рис. 4). 

Достоверного изменения амплитуды вздрагивания под влиянием хэндлинга 
у агрессивных и ручных самцов обнаружено не было. Однако средняя ампли-
туда вздрагивания в ответ на первые пять стимулов была на уровне тенденции 
больше у опытной группы ручных крыс, чем у контрольной. Достоверных 
различий амплитуды вздрагивания между опытными группами крыс разного 
генотипа обнаружено не было.

Тест «светло-темная камера». Результаты дисперсионного анализа вы-
явили достоверное влияние фактора генотипа на латентный период захода 
в темный отсек (F1,44 = 5,87; p < 0,05), время, проведенное в светлом от-
секе (F1,44 = 7,01; p < 0,01), суммарное время застываний в светлом отсеке 
(F1,44 = 9,41; p < 0,01) и число высовываний носа из темного в светлый отсек 
(F1,44 = 8,03; p < 0,01). Достоверного влияния фактора генотипа на другие 
показатели поведения в данном тесте, в том числе и на время, проведенное 
в светлом отсеке после выхода из темного, обнаружено не было. Суммарное 
время застываний было достоверно больше у контрольных агрессивных 
самцов по сравнению с контрольными ручными животными (рис. 5). Латент-
ный период захода в темный отсек и время, проведенное в светлом отсеке, 
были на грани достоверности больше у агрессивных самцов, чем у ручных 
в контрольных группах животных (рис. 5). Классически данные параметры 
рассматриваются как показатель низкой тревожности, однако у агрессивных 
самцов они связаны с застыванием в светлом отсеке, а значит, указывают на 
большую тревожность, тем более что число высовываний носа из темного 
в светлый отсек было на уровне тенденции меньше у агрессивных контроль-
ных крыс, чем у ручных (p = 0,07) (рис. 5). 

Достоверных изменений поведенческих параметров крыс обоих генотипов 
в тесте «светло-темная камера» под влиянием процедуры хэндлинга обнару-
жено не было.

Исследование влияния неонатального хэндлинга  
на стресс-реактивность у ручных и агрессивных крыс
Двухфакторный дисперсионный анализ показал достоверное влияние факто-
ров генотипа (F5,38 = 3,64; p < 0,01) и хэндлинга (F5,38 = 5,50; p < 0,001) на дина-
мику уровня кортикостерона. У обеих поведенческих групп как в контроле, так 
и опыте наблюдали достоверное повышение уровня кортикостерона в крови 
сразу и через час после окончания стрессорного воздействия по сравнению 
с базальным уровнем (p < 0,001) (рис. 6). Последующее сравнение группо-
вых средних по критерию Fisher LSD показало достоверные различия между 
группами через 2 ч после окончания стресса. Концентрация кортикостерона 
в крови контрольных животных независимо от поведения уже возвращалась 
к базальным значениям, тогда как в экспериментальных группах это наблю-
далось только через 4 ч. Уровень кортикостерона в плазме крови контрольных 
агрессивных животных был достоверно выше по сравнению с контрольными 
ручными через 2 и 4 ч после стресса (p < 0,05 и p < 0,01 соответственно) 
(рис. 6). В экспериментальных группах, отличающихся по поведению, раз-
личий в уровне гормона не обнаружено. Достоверные различия между кон-
трольными и подвергавшимися хэндлингу крысами были выявлены только 
у ручных животных через 2 ч после стресса (p < 0,05) (рис. 6). У агрессивных 
животных значимого влияния экспериментального воздействия на уровень 
кортикостерона не обнаружено.

Кроме того, была изучена динамика изменения содержания АКТГ в плазме 
крови крыс. Двухфакторный дисперсионный анализ не показал достоверного 
влияния факторов генотипа на динамику изменения уровня гормона. Стрессор-
ное воздействие достоверно увеличивало концентрацию АКТГ в крови всех 
исследованных групп животных (p < 0,05 – ручные контрольные; p < 0,01 – 
ручные опытные и p < 0,001 – обе группы агрессивных крыс) (рис. 7). Од-
нако уже через 2 ч после окончания стресса у всех групп животных данный 
показатель достоверно не отличался от базального. Достоверных различий 

Fig. 3. Effect of neonatal handling on the be ha-
vior scores of adult aggressive and tame rats. 
Here, in Figs. 4–7, and in the table the experi-
mental group includes adult male rats exposed to 
handling in the neonatal period and the control 
group, adult male rats not exposed to neonatal 
handling. ***p < 0.001 in comparison to the 
control group of the corresponding behavior. 
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в уровне АКТГ между поведенче-
скими, а также меж ду контрольными 
и эксперименталь ными группами при 
попарном сравнении обнаружено не 
было.

Исследование количества мРНК 
рецептора глюкокортикоидов 
в гиппокампе и кортикотропин-
рилизинг гормона в гипоталамусе 
ручных и агрессивных крыс 
в норме и после неонатального 
хэндлинга
Анализ результатов ОТ-ПЦР в ре-
альном времени не выявил досто-
верных различий в количестве мРНК 
ГР в гиппокампе между ручными 
и агрессивными крысами (таблица). 
В то же время было обнаружено не-
большое, но достоверное уменьше-
ние экспрессии КРГ в гипоталамусе 
ручных крыс относительно агрессив-
ных (p < 0,01). 

Неонатальный хэндлинг досто-
верно не повлиял на количество 
мРНК ГР в гиппокампе ручных крыс 
(p < 0,05) (таблица), однако немного, 
но достоверно снизил этот показатель 
у агрессивных (p = 0,03), причем 
количество мРНК ГР в гиппокампе 
агрессивных опытных крыс было 
достоверно ниже также по сравнению 
с ручными контрольными (p = 0,03) 
и опытными (p < 0,001) животными. 

На количество мРНК КРГ в ги-
поталамусе ранние воздействия не 
оказали достоверного влияния (та-
блица): группа агрессивных опытных 
животных достоверно не отличалась 

Fig. 5. Behavior of aggressive and tame rats in the light/dark test: (a) latency of coming into the dark box; (b) time spent in the light box; (c) total time 
of freezing in the light box; (d) number of nosepokes from the dark to the light box.
*p < 0.05; **p < 0.01 in comparison to the aggressive control group.

Fig. 6. Effect of neonatal handling on blood corticosterone concentrations after restriction stress 
in adult tame and aggressive rats. 
**p < 0.01; ***p < 0.001 in comparison to the basal level; х p < 0,05 in comparison to the control; 
#p < 0.05; ##p < 0.01 in comparison to aggressive rats.

Fig. 7. Effect of neonatal handling on blood ACTH concentrations after restriction stress in adult 
rats: (a) tame; (b) aggressive.
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 in comparison to the basal level.
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от агрессивных контрольных (p > 0,05) и даже несколько 
больше, чем агрессивные контрольные животные, отлича-
лась от ручных контрольных (p = 0,001); группа опытных 
ручных крыс достоверно не отличалась от контрольных 
ручных животных, однако в отличие от последних под-
вергнутые неонатальному хэндлингу крысы достоверно 
не отличались и от агрессивного контроля. 

Обсуждение
Полученные в данной работе результаты показали, что 
длительный отбор крыс значительно ослабляет эффект 
неонатального хэндлинга на поведение по отношению 
к человеку у агрессивных крыс 75-го поколения по 
сравнению с животными 44-го поколения отбора (рис. 3; 
Оськина, Плюснина, 1997). Результаты измерений уровня  
кортикостерона в крови взрослых крыс сразу после стрес-
са подтвердили, что агрессивные крысы современных 
поколений не отличаются от ручных по этому показателю, 
что соответствует проводимым недавно исследованиям 
(Прасолова и др., 2014) и противоположно результатам, 
полученным на предыдущих этапах отбора (Дыгало и др., 
1985; Plyusnina, Oskina, 1997; Оськина и др., 2008). При 
этом неонатальный хэндлинг не изменял уровень кортико-
стерона, измеренный сразу после стресса, у исследуемых 
крыс в отличие от животных 44-го поколения (Оськина, 
Плюснина, 1997). Одним из основных механизмов дей-
ствия неонатального хэндлинга на уровень стресс-ответа 
является, по-видимому, снижение количества ГР в гип-
покампе (Liu et al., 1997). Поэтому ослабление эффекта 
воздействий может быть связано с исчезновением разли-
чий в экспрессии гена ГР у ручных и агрессивных крыс 
75-го поколения по сравнению с данными предыдущих
исследований (Оськина, Плюснина, 1997; Оськина и др.,
2008; Гербек и др., 2010; Herbeck et al., 2010), что по ряду

признаков (Прасолова и др., 2014) указывает именно на 
повышение экспрессии гена у агрессивных животных. 
Это может быть связано с усилением глюкокортикоид-
ной обратной связи у агрессивных крыс на современном 
этапе отбора. Отсутствие эффектов хэндлинга на стресс-
реактивность было показано и на некоторых других ли-
ниях крыс и мышей (Liu et al., 1997; Steimer et al., 1998; 
Gariépy et al., 2002). Однако только в некоторых (Liu et 
al., 1997) отсутствие эффекта, по-видимому, было связано 
со сниженным уровнем кортикостерона и повышенным 
количеством мРНК ГР. 

Несмотря на распространенное мнение о хэндлинге как 
о благоприятном воздействии, которое обогащает раннюю 
социальную среду развивающегося организма, он имеет 
и стрессогенную составляющую, которая может вызывать 
неблагоприятные эффекты, например, на социальное по-
ведение (Macri et al., 2004; Tang et al., 2006). В нашем экс-
перименте небольшое влияние хэндлинга на стресс-ответ 
также было обнаружено как у ручных, так и  агрессивных 
крыс. Оно заключалось не в снижении, а, наоборот, в бо-
лее длительном сохранении стресс-индуцированного 
уровня глюкокортикоидов после стресса. Подобные из-
менения в стресс-ответе могут быть связаны с уменьше-
нием количества ГР в гиппокампе или других структурах 
мозга, задействованных в глюкокортикоидной обратной 
связи. Небольшое, но достоверное повышение мРНК ГР 
обнаружено в гиппокампе у агрессивных крыс, подвергну-
тых неонатальному хэндлингу. У ручных крыс хотя и не 
было достоверных различий по этому показателю между 
опытной и контрольной группами, но не было обнаруже-
но различий и с агрессивными крысами, подверг нутыми 
хэндлингу, и наблюдался значительный разброс данных 
внутри опытной ручной группы. Похожий эффект воз-
действия наблюдался и на экспрессию гена КРГ, различия 

Effect of neonatal handling on the expression of hippocampal mRNA for the glucocorticoid receptor (GR) and the corticotropin-
releasing hormone (CRH) in tame and aggressive rats 

Groups of animals Ratio of gene 
expression rates

S.E. 95 % CI p Result

GR receptor in the hippocampus

Tame control vs. aggressive control 1.106 0.759–1.677 0.331–2.175 > 0.05 –

Tame experimental vs. tame control 1.106 0.759–1.677 0.331–2.175 > 0.05 –

Aggressive experimental vs.aggressive control 0.812 0.565–1.164 0.406–1.481 < 0.05 ↓

Aggressive experimental vs. tame control 0.765 0.507–1.209 0.213–1.541 < 0.05 ↓

Aggressive experimental vs. tame experimental 0.692 0.487–1.021 0.341–1.353 < 0.001 ↓

CRH in the hypothalamus

Tame control vs. aggressive control 0.742 0.455–1.261 0.314–1.702 < 0.05 ↓

Aggressive experimental vs. aggressive control 1.114 0.680–1.926 0.474–2.396 > 0.05 –

Aggressive experimental vs. tame control 0.666 0.446–0.984 0.327–1.376 ≤ 0.001 ↓

Tame experimental vs. tame control 1.261 0.715–2.244 0.550–4.578 > 0.05 –

Tame experimental  vs. aggressive control 0.979 0.497–1.699 0.344–4.257 > 0.05 –

Pairwise comparisons of GR and CRH gene expression in studied groups of rats. «↓». The expression in the first roup in the row is significa tly increased as 
compared to the corresponding reference group; CI. Confiden e interval; S.E.. Standard error.  
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в которой, так же как и в уровне кортикостерона через 2 ч 
после стресса, исчезали и у ручных, и у агрессивных крыс. 
Таким образом, неонатальный хэндлинг мог подейство-
вать на количество мРНК ГР и КРГ у обеих поведенческих 
групп, но был установлен только у агрессивных из-за 
небольшого эффекта.

Что касается тревожности, то она повышалась у ручных 
крыс под действием хэндлинга на уровне тенденции, что 
показала амплитуда вздрагивания в ответ на первые пять 
стимулов в стартл-тесте. Кроме того, этот показатель по-
сле ранних воздействий не отличался у ручных животных 
от агрессивных, что может быть связано с исчезновением 
различий в экспрессии гена КРГ, так как именно этот нейро-
пептид, по-видимому, играет существенную роль во взаи-
мосвязи стресс-ответа и тревожности (Blank, Spiess, 2010).

Несмотря на то что у ручных матерей было отмечено 
усиление материнского поведения после воздействия 
на их потомство, едва ли этот фактор имеет вклад в из-
менение стресс-ответа. Хотя и ручные, и агрессивные 
крысы имели однонаправленные изменения уровня кор-
тикостерона вследствие неонатального хэндлинга, однако 
у агрессивных крыс в отличие от ручных было отмечено 
даже некоторое ослабление материнского поведения. 
Кроме того, из литературных источников  известно, что 
усиление материнского поведения может, наоборот, сни-
жать стресс-ответ у их потомков (Liu et al., 1997; Weaver et 
al., 2004). Разная реакция ручных и агрессивных матерей 
на воздействия, по-видимому, связана с изначальными 
различиями в поведении линий – усиленной материнской 
заботой агрессивных крыс по сравнению с ручными 
(Плюснина и др., 2013; Plyusnina et al., 2013). 

Проведенные исследования по перекрестному вскарм-
ливанию ручных и агрессивных крыс также не показали 
изменений в оборонительной агрессии, а стресс-ре-
активность обеих линий несколько повысилась (Plyus -
nina et al., 2009). Исходя из этого небольшие изменения 
стресс-ответа, экспрессии генов ГР и КРГ во взрослом 
состоянии могут быть связаны со стрессогенной состав-
ляющей манипуляций, как это видно из исследований по 
перекрестному вскармливанию (Plyusnina et al., 2009).

Таким образом, к современным поколениям содержания 
в неволе агрессивные крысы под действием естественного 
и искусственного отбора, по-видимому, перестали вос-
принимать человека и условия вивария как стрессогенные. 
Поэтому агрессия по отношению к человеку, вероятно, 
в меньшей степени обусловлена страхом и стрессом 
и в большей степени – генотипом, чем на предыдущих 
этапах отбора, и мало зависит от хэндлинга и изменяюще-
гося при этом материнского поведения. Сохраняющееся 
у крыс 75-го поколения небольшое снижение агрессии 
после неонатального хэндлинга можно объяснить некото-
рым снижением реакции страха вследствие регулярного 
проведения экспериментальной процедуры в неонаталь-
ный период.
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Experimental opisthorchiasis: 
a study of blood cells, 
hematopoiesis and startle reflex 
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One of the species of the family Opisthorchiidae, 
Opisthorchis felineus (O. felineus), causes severe 
disturbances in humans and animals, and so it is 
the subject of important research studies. Two weeks 
after infection we compared the impact of O. felineus 
invasion on the changes in blood cells composition, 
bone marrow hematopoiesis and behavioral startle-
refl x in inbred C57BL/6 male mice and Syrian 
ham sters (Mesocricetus auratus). Considerable 
interspecies differences were revealed for many 
parameters estimated. It was found that the relative 
weight of the main organ of the peripheral immune 
system – spleen, is significa tly larger in mice than 
in hamsters. Moreover, the infection with O. felineus 
caused a significa t enlargement of the spleen only 
in mice. More pronounced changes in the blood cells 
composition, which was accompanied by activation 
of hematopoietic stem cells of myeloid and eryth roid 
set, were determined in hamsters. Blood changes 
in the response to infection in mice were less severe 
and were not accompanied by the changes in colony 
formation. Mouse acoustic startle reaction differed 
from hamster one too. The expression of the startle 
reaction and the value of pre-pulse inhibition 
were discriminated in animals of two species. 
Infected hamsters had no reaction of habituation 

Один из видов семейства Opisthorchiidae – Opisthorchis felineus 
(O. felineus) – вызывает тяжелые нарушения в организме 
человека и животных, поэтому является объектом актуальных 
научных исследований. В работе проведено сравнительное 
исследование влияния инвазии O. felineus на изменение в составе 
форменных элементов крови, костномозгового гемопоэза 
и поведенческого рефлекса вздрагивания у мышей C57BL/6 
и сирийских хомячков через две недели после инфицирования. 
Обнаружены существенные межвидовые различия по многим 
показателям. Было установлено, что относительная масса основ-
ного органа периферической иммунной системы – селезенки – 
у мышей существенно больше, чем у хомячков. Более того, 
инвазия O. felineus вызывала гипертрофию селезенки только 
у мышей. У хомячков были более выраженные отклонения 
от нормы в составе форменных элементов крови, которые 
сопровождались активацией миело- и эритропоэза. У мышей 
установленные изменения в крови не сопровождались сдвигами 
колониеобразующей активности костного мозга. Мыши отлича-
лись от хомячков и по реакции вздрагивания на акустический 
сигнал как по выраженности самой реакции, так и по величине 
преимпульсного ингибирования. У инфицированных хомячков 
не было реакции привыкания на звуковой сигнал. Кроме 
того, у хомячков созревание марит O. felineus происходило 
раньше, чем у мышей. Полученные данные говорят о бόльшей 
резистентности мышей к инфицированию O. felineus, однако 
не исключают возмож ности использования мышей в качестве 
модельных при исследо вании процессов, происходящих 
в организме хозяина на фоне экспериментального описторхоза.

Ключевые слова: O. felineus; острый описторхоз; хомячки; мыши; 
форменные элементы крови; красный костный мозг; гемопоэз; 
стартл-рефлекс.
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Описторхоз – паразитарное заболевание, широко 
распространенное во всем мире: 40 млн людей 
инфицированы трематодами семейства Opisthor

chiidae и 750 млн находятся в группе риска (Keiser, Utzin
ger, 2007; Hung et al., 2013). Очевидно, что описторхоз, 
возникающий при заражении человека и животных 
представителями этого семейства, Opisthorchis viver-
rini (O. viverrini) и Opisthorchis felineus (O. felineus), 
является актуальной проблемой современности. Вид 
O. viverrini распространен преимущественно на терри
тории ЮгоВосточной Азии (Тайланд, Лаосская Народ
ноДемократическая Республика, Вьетнам, Камбоджа)
(Keiser, Utzinger, 2007; Sripa et al., 2011). На территории
Российской Федерации и стран Западной Европы прева
лирующим видом является O. felineus. Самый крупный
очаг O. felineus-индуцированного описторхоза в России –
ОбьИртышский бассейн, где зараженность населения
в Тюменской и Томской областях достигает 40–95 %
(Adams, 2006; Ogorodova et al., 2007; Mordvinov, Furman,
2010; Pozio et al., 2013). Инфицирование метацеркари
ями O. felineus происходит при употреблении в пищу
сырой или недостаточно термически обработанной рыбы
семейства карповых. При заражении прежде всего стра
дает гепатобилиарная система, поскольку метацеркарии,
попадая в организм окончательного хозяина, паразити
руют во внутри и внепеченочных желчных протоках,
где они в течение месяца превращаются в половозрелых
гельминтов (Бакштановская, Степанова, 2005; Adams,
2006; Sripa et al., 2007; Mordvinov et al., 2012; Pozio et
al., 2013). У человека описторхоз провоцирует развитие
тяжелых осложнений (гнойный холангит, холецистит,
хронический гепатит, стриктуры желчевыводящих путей,
абсцессы печени, обтурационную желтуху, панкреатит)
и может способствовать возникновению холангиокар
циномы (Бражникова, Толкаева, 2000, 2002; Бакштанов
ская, Степанова, 2005; Sripa et al., 2007, 2012; Mairiang
et al., 2012).

В настоящее время описторхоз рассматривается как 
системное заболевание, поскольку в патологический про
цесс вовлекаются органы и системы, которые не имеют 
непосредственного контакта с паразитами (Степанова 

и др., 2004; Ахмедов, Критевич, 2009). Так, уже на ранних 
стадиях заболевания (острый описторхоз) в ответ на ме
ханическое повреждение эпителиальных клеток внутри
печеночных желчных протоков и на секрецию продуктов 
метаболизма паразита включаются защитные иммунные 
механизмы организма хозяина (Sripa et al., 2007). При этом 
изменения в клеточном составе крови и костном мозге по
являются в организме окончательного хозяина одними из 
первых. Однако оценка колониеобразующей активности 
гемопоэтических предшественников в костном мозге при 
инфицировании O. felineus до сих пор не проводилась.

Известно, что хроническое воспаление печени нару
шает нейротрансмиссию в мозге, что приводит к измене
нию в поведении (D’Mello, Swain, 2011). Описторхоз на 
хронической стадии заболевания обуславливает развитие 
у людей симптомов депрессивного спектра (Бронштейн, 
Лучшев, 1998). Можно полагать, что на ранних этапах 
(острый описторхоз) нарушения в мозге могут повлиять 
на проявление врожденных рефлексов (например, стартл
рефлекс или реакция вздрагивания (startle reaction) у че
ловека и животных в ответ на резкий звуковой сигнал) 
(Paylor, Crawley, 1997). Этот рефлекс является универсаль
ным для млекопитающих компонентом защитной реакции 
организма и характеризуется некоторыми формами пла
стичности, включая преимпульсное ингибирование (pre
pulse inhibition, PPI) и габитуацию (привыкание) (Hoffman, 
Searle, 1968; Graham, 1975; Geyer, Braff, 1987), которые 
одинаково проявляются у разных видов млекопитающих. 
Таким образом, пластичность стартлреакции является 
идеальным кандидатом для трансляционных исследова
ний (Braff et al., 2001). Преимпульсное ингибирование 
характеризует способность ЦНС фильтровать сенсорную 
информацию и проявляется в снижении моторной реак
ции организма на резкий стимул при наличии слабого 
предварительного стимула. Известно, что в норме после 
продолжительного ряда повторных стимулов происходит 
снижение стартлреакции или габитуация (Geyer, Braff, 
1987). Патологически усиленный рефлекс отличается 
от физиологического своей выраженностью и отсутствием 
привыкания к стимулу и может быть следствием разно
об разных заболеваний, затрагивающих нервную систему.

to the sound stimulus. In addition, the maturation 
of O. felineus worms was faster in hamsters than 
in mice. Data obtained suggest a greater resis tance 
of mice to O. felineus infection, but do not exclude 
the availability of mice as a model in the study 
of processes taking place in the host during the deve-
lopment of experi mental opisthorchiasis.  

Key words: O. felineus; acute opisthorchiasis; hamsters; 
mice; blood cells; red bone marrow; hemopoiesis; 
startle-reflex. 
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Учитывая вышесказанное, полагаем, что проведение 
работы по моделированию инвазии O. felineus и иссле
дование последствий инфицирования весьма актуальны. 
В настоящее время во всем мире такие эксперименты 
проводят на сирийских хомячках (Mesocricetus auratus), 
лабораторных животных, наиболее восприимчивых к ин
фицированию личинками описторхов (Sripa, Kaewkes, 
2000; Jittimanee et al., 2007; Максимова и др., 2012; Lvova 
et al., 2012). В редких случаях описторхоз моделируют на 
других представителях млекопитающих, например, на 
серебристых лисицах (Schuster et al., 2003) или песчанках 
(Meriones unguiculatus) (Boonmars et al., 2009). В ранних 
исследованиях исключалась возможность моделирования 
O. felineusиндуцированного описторхоза у мышей ин
бредной линии C57BL/6 (Зеленцов, 1974). В то же время,
как подчеркивают некоторые авторы (Choi et al., 2003),
это создает определенные сложности для исследований,
поскольку основные современные молекулярные и био
химические разработки в научных лабораториях подра
зумевают использование, прежде всего, крыс и мышей.
Как сообщает компания Labome (2012), проанализиро
вавшая около 10 000 публикаций за период 2008–2011 гг.,
мыши являются предпочтительными лабораторными
животными для исследований, а инбредная линия мышей
C57BL / 6, геном которых был полностью секвенирован
в 2005 г., на втором месте после генома человека, самая
используемая линия для создания физиологических или
патологических моделей в экспериментах in vivo.

В этой связи задачами нашего исследования было, во
первых, моделирование O. felineusиндуцированного опи
сторхоза у мышей инбредной линии C57BL / 6, вовторых, 
изучение влияния инвазии O. felineus на изменения в со
ставе форменных элементов крови, костномозгового гемо 
поэза и стартлрефлекса у животных и, в -третьих, проведе
ние сравнительного анализа данных показателей у сирий
ских хомячков и мышей на стадии острого описторхоза.

Материалы и методы
Животные. В работе были использованы самцы си
рийских хомячков (Mesocricetus auratus) и мышей 
инбредной линии C57BL/6 в возрасте 3–4 мес., полу
ченные из Центра генетических ресурсов лаборатор
ных животных ИЦиГ СО РАН (RFMEFI61914X0005 
и RFMEFI62114X00). Животных содержали в стандарт
ных условиях: при световом режиме 12 : 12 ч (свет : тем
нота), температуре воздуха 23–24 °С; достаточном коли
честве гранулированного корма и воды. Группы мышей 
в клетках размером 36 × 23 × 12 см были сформированы 
в одномесячном возрасте. Хомячки были рассажены 
по одному в аналогичные клетки. Все процедуры были 
проведены согласно директивам European Communities 
Coun cil от 24 ноября 1986 г. (86 / 609 / EEC), а также заклю
чению Комиссии по биоэтике ИЦиГ СО РАН (протокол  
№ 22 от 30 мая 2014 г.)

Процедура эксперимента. Животные каждого вида 
были разделены на две группы: контрольные (с введени
ем физиологического раствора) и опытные, зараженные 
метацеркариями O. felineus в дозе 100 личинок на каждую 
особь. Введение осуществляли внутрижелудочно с по
мощью зондов (Braintree Scientific, Inc.). Через 12 дней 

у мышей и хомячков оценивали рефлекс вздрагивания 
на звуковой сигнал в приборе «SRPilot» (San Diego In
struments, Inc.). На третьи сутки после поведенческого 
те стиро вания животных умерщвляли декапитацией 
и про изводили забор крови, а также образцов красного 
костного мозга из берцовой кости для дальнейшего 
гематологического исследования. Кроме этого, опреде
ляли массу печени и селезенки в пересчете на 1 г массы 
тела животного. Печень с желчным пузырем помещали 
в физиологический раствор для дальнейшего микро
скопического анализа числа и зрелости марит O. felineus 
в желчных протоках. Выделенных из печени марит пере
носили на предметное стекло для фотографирования (без 
фиксации и подкрашивания), проведенного в ЦКП микро
скопического анализа биологических объектов СО РАН 
на микроскопе Axioskop 2 plus, оснащенном AnxioCamp 
HRc камерой (Zeiss, Германия).

Получение метацеркарий O. felineus. Личинки 
O. fe li neus были получены из инфицированных язей, вы
ловленных из р. Обь Новосибирской области. Рыбный
фарш обрабатывали в 1 %м растворе хлористого пепсина
и инкубировали при 37 °C в течение ночи с последующей
фильтрацией и осаждением в 0,9 %м растворе хлористого
натрия. Под микроскопом определяли жизнеспособность
метацеркарий для дальнейшего введения животным.

Следует подчеркнуть, что в проведенном исследова
нии была соблюдена полная стандартизация заражения 
животных двух видов – хомячков и мышей. Вопервых, 
и хомячкам, и мышам была введена одинаковая доза ли
чинок O. felineus (100 метацеркарий / особь). Вовторых, 
метацеркарии были извлечены из одной партии язей, вы
ловленных в р. Обь в один сезон (конец мая). Инфициро
вание и исследование параметров у представителей двух 
видов было сделано параллельно в одно и то же время. 
Эти условия необходимы для корректного сопоставления 
оцениваемых показателей. 

Анализ клеточного состава периферической крови 
и оценка количества коммитированных предше-
ственников клеток костного мозга. Клеточный состав 
крови мышей и хомячков оценивали с помощью гемато
логического анализатора PCE90 (ERMA Inc., Япония). 
Относительное количество форменных элементов крови 
мышей и хомячков подсчитывали в мазках, окрашенных 
по Романовскому – Гимзе, затем рассчитывали их абсо
лютную численность.

Костный мозг животных вымывали из бедренной кости 
с помощью шприца кондиционной средой RPMI1640, со
держащей 10 % FCS. Подсчитывали количество клеток 
костного мозга в 1 мл среды с помощью гематологиче
ского анализатора (ERMA Inc., Япония). Для определе
ния числа коммитированных предшественников клетки 
костного мозга животных в концентрации 2,0 × 104

 / мл 
инкубировали в 24луночных планшетах в метилцел
люлозной среде М 3434 (Stem Cell Technology, Канада), 
содержащей цитокины SCF, EPO, IL3, IL6. Гранулоци
тарномакрофагальные (КОЕГМ), бурстобра зующие 
и колониеобразующие эритроидные (БОЕЭ, КОЕЭ) 
и гранулоцитарноэритроидномакрофагальномегака
риоцитарные (КОЕГЭММ) колонии подсчитывали под 
инвертированным микроскопом после 14дневной ин
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кубации при температуре 37 °С во влажной атмосфере, 
содержащей 5 % СО2, согласно рекомендациям произво
дителя (Stem Cell Techologies, Канада).

Измерение стартл-рефлекса и его преимпульсного 
ингибирования. Реакцию вздрагивания в ответ на акусти
ческий стимул измеряли с помощью прибора «SRPilot» 
(San Diego Instruments), состоящего из пластиковой каме
ры (15 × 19 × 25 см), в пол которой вмонтированы пьезо
электрические датчики, включающиеся в момент подачи 
звукового сигнала. Фоновый белый шум составлял 65 дБ. 
Животное помещали в камеру и после 3 мин адаптации 
предъявляли четыре импульса (P) интенсивностью 115 дБ 
и длительностью 40 мс, чередовавшихся с четырьмя им
пульсами, предваряемыми слабыми (85 дБ, 40 мс) преим
пульсами (PP), которые давались за 100 мс до основного 
импульса. Интервал между одиночными стимулами (Р) 
и комбинацией (РР) составлял 15 с. Величина реакции 
животного на стимулы отражалась на экране прибора 
в виде относительных единиц. Значение преимпульсного 
ингибирования (PPI) (в процентах) рассчитывали по фор
муле: 100 – PP × 100/P (Paylor, Crawley, 1997).

Статистика. Поскольку большинство исследуемых 
параметров имели нормальное распределение согласно 
Wкритерию ShapiroWilk (Statistica 6.0), использовали
параметрические методы обработки полученных данных.
Для этого применяли двухфакторный дисперсионный
анализ с последующим posthoc сравнением групп по
критерию Fisher LSD. В качестве первого фактора был взят
«вид животных» (хомячки, мыши), в качестве второго –
«воздействие» (контроль – введение физиологического
раствора, опыт – введение метацеркарий O. felineus). При
сравнении массы тела у животных в качестве первого
фактора была взята «временная точка измерения» (исход
ная – перед заражением, конечная – через 14 дней после
инфицирования), в качестве второго – «воздействие». Для
сравнения числа марит в желчных протоках инфициро
ванных мышей и хомячков, а также величины реакции
вздрагивания животных на первый и четвертый стимул
в контрольной и опытной группах применяли t-критерий
Стьюдента для независимых и зависимых параметров
соответственно. В каждой группе было по 7–13 живот
ных. Данные представлены как среднее ± SEM. Различия
считались статистически значимыми при p < 0,05 и на
уров не тенденции при 0,05 < p < 0,1.

Результаты
Установлено, что через две недели после инвазии личи
нок O. felineus количество марит в желчных протоках 
хомячков и мышей было приблизительно одинаковым 
[(24,89 ± 2,29; n = 9) и (29,69 ± 2,92; n = 13) соответственно; 
t = 1,20; p = 0,24]. 

Обнаружена разная степень зрелости марит, в зави
симости от вида хозяина. У гельминтов, извлеченных 
из мышей, хорошо визуализировали лишь заполненный 
кишечник (рис. 1). У марит из хомячков идентифициро
вали семенники, матку с яйцами и желточники, что пред
полагает начало яйцепродукции. Кроме того, у хомячков 
мариты были крупнее, чем у мышей. Наряду с более 
зрелыми маритами в желчных протоках печени хомячков 
также были обнаружены незрелые особи. 

Исследование показало, что хомячки и мыши, заражен
ные личинками O. felineus, в течение двух недель после 
инфицирования набирали массу тела поразному (рис. 2). 
Хомячки как контрольной, так и экспериментальной групп 
увеличили массу тела за две недели, влияние фактора 
«временная точка измерения» было статистически зна
чимым [F(1,28) = 16,2; p = 0,001], как и влияние фактора 
«воздействие» [F(1,28) = 4,3; p = 0,047]. Взаимодействия 
факторов не было. Прирост массы был более выражен
ным у контрольных хомячков (p = 0,005) по сравнению 
с инфицированными (p = 0,014). 

У мышей конечная масса тела отличалась от исходной 
([F(1,48) = 15,4; p = 0,001] – для первого фактора) в равной 
степени как у контрольных, так и у опытных животных 
([F(1,28) = 2,0; p = 0,162] – для второго фактора). Взаи
модействие факторов не установлено. Прирост массы 
тела мышей был значимым как на фоне инфицирования 
(p = 0,006), так и без него (p = 0,010). 

Через две недели после заражения относительная 
масса печени не менялась у представителей двух видов 
[F(1,38) = 1,5; p = 0,236] (рис. 3). Обращает на себя внима
ние, что у мышей относительная масса печени как у конт
рольных, так и у зараженных была значительно больше, 
чем соответствующие показатели у хомячков, влияние 
фактора «вид животных» было значимым [F(1,38) = 37,3; 
p = 0,000]. Взаимодействие факторов не установлено. 

Относительная масса селезенки также зависела от 
вида животных и была в обоих случаях (контроль, опыт) 
существенно больше у мышей [F(1,38) = 46,2; p = 0,000]. 
Более того, прирост относительной массы селезенки 
зависел от инфицирования [F(1,38) = 17,5; p = 0,000]. 
Взаи модействия факторов не было. Posthoc анализ по
казал, что у хомячков повышение этого показателя было 
на уровне тенденции (p = 0,064), а у мышей существенно 
более выраженное (p = 0,000).

Анализ состава форменных элементов крови выявил 
значительные его изменения на фоне инвазии O. felineus 
(таблица), при этом более выраженные у хомячков. 
Число палочкоядерных нейтрофилов зависело как от 
фактора «вид животных» [F(1,24) = 22,7; p = 0,000], так 
и от фактора «воздействие» [F(1,24) = 42,7; p = 0,000]. 
Взаимодействие факторов было статистически значимым 
[F(1,24) = 30,5; p = 0,000]. Дальнейшее posthoc сравнение 
показало, что этот параметр значительно возрос у хомячков 
(p = 0,000), но не у мышей (p = 0,481). Хомячки и мыши 
различались также по числу сегментоядерных нейтрофи
лов [F(1,24) = 12,0; p = 0,002], однако влияние фактора 
«воздействие» было на уровне тенденции [F(1,24) = 3,0; 
p = 0,099], взаимодействия факторов не было. Введение 
метацеркарий O. felineus значительно снижало этот пока
затель у хомячков (p = 0,044), но не у мышей (p = 0,756). 
В отличие от хомячков, у мышей увеличилось число ба
зофилов после заражения (p = 0,001), воздействие было 
существенным [F(1,24) = 8,5; p = 0,008]. Более того, мыши 
после воздействия значительно отличались от хомячков 
по этому показателю (p = 0,000). Влияние фактора «вид 
животных» [F(1,24) = 11,5; p = 0,002] и взаи модействие 
факторов были значимыми [F(1,24) = 8,5; p = 0,008]. 
И у хомячков (p = 0,000), и у мышей (p = 0,001) суще
ственно повышалось число эозинофилов после инфици
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рования, о чем свидетельствует фактор «воздействие» 
[F(1,24) = 49,6; p = 0,000]. Через две недели после зараже
ния животные двух видов несколько различались по этому 
показателю (p = 0,063), однако выраженных межвидовых 
различий не было [F(1,24) = 1,5; p = 0,233], как не было 
и взаимодействия факторов. Обращает на себя внимание 
то, что животные различались по числу гранулоцитов ис
ходно (p = 0,002) и после (p = 0,000) инвазии O. felineus. 
Оба фактора влияли на этот показатель {[F(1,24) = 42,8; 
p = 0,000] – «вид животных»; [F(1,24) = 8,2; p = 0,009] – 
«воздействие»}, взаимодействия факторов не было. При 
этом в ответ на инфицирование снижалось количество 
лимфоцитов у хомячков (p = 0,005), но не у мышей 
(p = 0,368). По числу моноцитов наблюдалась обратная 
картина: их было значительно меньше у контрольных 
(p = 0,000) и опытных (p = 0,002) мышей, чем у хомяч
ков соответствующих групп. Это отражено в значимости 
фактора «вид животных» [F(1,24) = 31,0; p = 0,000] При 
этом влияния фактора «воздействие» не обнаружено 
у представителей двух видов [F(1,24) = 1,9; p = 0,182] 
и не было взаимодействия факторов. Если рассматривать 
абсолютное содержание в крови лейкоцитов в целом, 
то введение метацеркарий O. felineus не влияло на него 
как у хомячков, так и у мышей [F(1,23) = 0,2; p = 0,639] 
и не было также видовых различий по этому показателю 
[F(1,23) = 2,4; p = 0,137]. Взаимодействие факторов от
сутствовало. По количеству эритроцитов животные двух 
видов исходно не различаются. После инфицирования 
их было несколько больше в крови мышей, чем у хомяч
ков (p = 0,058). Однако не установлено влияния обоих 
факторов на этот показатель {[F(1,24) = 1,1; p = 0,306] 
и [F(1,24) = 0,3; p = 0,617]} и их взаимодействие. В то 
же время содержание гемоглобина в крови зависело от 
инфицирования [F(1,23) = 4,5; p = 0,046]: оно несколько 
снижалось у хомячков (p = 0,065). При этом животные 
двух видов не различались существенно по этому показа
телю [F(1,23) = 0,1; p = 0,708], взаимодействия факторов 
не было. Межвидовые различия установлены и по числу 
тромбоцитов [F(1,24) = 8,9; p = 0,006]: в крови мышей 
обеих групп (контрольные, опытные) их больше, чем у хо
мячков (p = 0,046 и p = 0,044 соответственно). Количество 
тромбоцитов не менялось у животных двух видов после 
заражения [F(1,24) = 0,1; p = 0,866]. Отношение суммар
ного объема всех форменных элементов (эритроциты, 
лейкоциты, тромбоциты) к общему объему крови (гема
токрит) исходно было существенно ниже у мышей, чем 
у хомячков (p = 0,001). Влияние фактора «вид животных» 
было статистически значимым [F(1,24) = 14,3; p = 0,000]. 
Введение хомячкам личинок O. felineus несколько снижа
ло этот показатель (p = 0,084), так что после заражения 
хомячки и мыши не различались по гематокриту. Однако 
значимого влияния фактора «воздействие» и взаимодей
ствия факторов не было. 

Анализ колониеобразующей активности клеток кост
ного мозга выявил существенные межвидовые различия 
в реакции на инвазию O. felineus (рис. 4). Как видно на 
рис. 4, у хомячков наблюдалось «оживление» костномоз
гового гемопоэза, у мышей не было значимых изменений 
показателей колониеобразующей активности. Количество 
ранних предшественников (КОЕГЭММ) в костном мозге 

Fig. 1. O. felineus worms isolated from the bile ducts of the liver and gall 
bladder of (a) hamsters and (b) mice. 
Worms from hamsters are illuminated from above; worms from mice, from 
below. Organs: 1, oral sucker; 2, ventral sucker; 3, testes; 4, uterus; 5, vitellaria; 
6, caecum branches.
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мышей исходно несколько превышало этот показатель 
(p = 0,081) у хомячков, однако через две недели после 
заражения наблюдалось статистически значимое увели
чение КОЕГЭММ у хомячков (p = 0,023) настолько, что 
инфицированные животные двух видов существенно 
различались по этому показателю (p = 0,044). При ста
тистически незначимом влиянии обоих факторов на этот 
показатель {[F(1,24) = 0,1; p = 0,832] – «вид животных» 
и [F(1,24) = 0,4; p = 0,525] – «воздействие»} установлено 
их взаимодействие [F(1,24) = 7,8; p = 0,010]. Хомячки 
и мыши исходно не различались по числу гранулоцитарно
макрофагальных предшественников (p = 0,481). Однако 
после инвазии O. felineus у хомячков количество КОЕ ГМ 
резко увеличилось (p = 0,007), в то время как у мышей 
не наблюдалось изменения объема данной популяции 
предшественников. В результате этого инфицированные 
хомячки и мыши стали статистически значимо различать

ся по этому показателю [F(1,24) = 14,2; p = 0,001]. При 
отсутствии влияния фактора «воздействие» [F(1,24) = 2,1; 
p = 0,156] статистически значимым было взаимодей
ствие двух факторов [F(1,24) = 7,6; p = 0,011]. Число 
эритроидных предшественников (как ранних, БОЕЭ, 
так и суммарных, БОЕЭ + КОЕЭ) также увеличивалось 
у хомячков после заражения (p = 0,011 и p = 0,020 соот
ветственно), в результате чего обнаружены межвидовые 
различия по этому показателю {[F(1,24) = 18,5; p = 0,000] 
и [F(1,24) = 10,8; p = 0,003] соответственно}. Хотя исходно 
популяции эритроидных предшественников были сравни
мы у мышей и хомячков. При отсутствии выраженного 
влияния фактора воздействия для КОЕЭ [F(1,24) = 3,1; 
p = 0,089] и БОЕЭ + КОЕЭ [F(1,24) = 1,5; p = 0,228] 
в обоих случаях установлено взаимодействие факторов 
{[F(1,24) = 4,6; p = 0,043] и [F(1,24) = 5,2; p = 0,032] со
ответственно}. 
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Changes in the blood cell composition in animals infected with O. felineus

Blood cells Hamsters Mice

Control Experiment Control Experiment

Leukocytes (× 109 U/L) 14.01 ± 3.15 17.36 ± 3.26 12.07 ± 2.24 11.21 ± 1.09

Neutrophils, %

stab 0.29 ± 0.18 20.71 ± 3.08*** 1.57 ± 0.48 3.29 ± 1.32###

segmented 20.57 ± 2.83 13.71 ± 2.22* 9.71 ± 2.31## 8.71 ± 1.63

Basophils, % 0.57 ± 0.20 0.57 ± 0.70 0.71 ± 0.29 2.43 ± 0.43***  ###

Eosinophils, % 0.29 ± 0.18 4.29 ± 0.61*** 0.43 ± 0.21 3.00 ± 0.65*** (#)

Lymphocytes, % 65.43 ± 3.39 51.29 ± 4.26** 81.29 ± 2.60## 77.14 ± 2.09###

Monocytes, % 13.00 ± 1.63 10.86 ± 0.67 6.29 ± 1.08### 5.43 ± 0.69##

Erythrocytes (× 1012 U/L) 9.72 ± 0.72 7.70 ± 0.87 9.09 ± 1.02 10.20 ± 0.92(#)

Hemoglobin, g/L 18.29 ± 0.83 14.94 ± 1.62(*) 17.10 ± 0.65 15.19 ± 1.45

Hematocrit, % 76.74 ± 5.66 62.40 ± 7.14(*) 45.86 ± 5.18### 50.70 ± 4.09

Platelets (× 109 U/L) 228.29 ± 23.94 253.71 ± 55.72 722.26 ± 316.73# 753.50 ± 80.15#

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; (*) 0.05 < p < 0.10, compared to the corresponding control; #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001; (#) 0.05 < p < 0.10, compared to 
the corresponding parameter in hamsters; (Fisher LSD test).
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При исследовании поведенческой реакции вздрагива
ния у животных установлены межвидовые различия по 
PPI [F(1,29) = 5,3; p = 0,029] (рис. 5). У мышей этот пара
метр исходно оказался ниже, чем у хомячков (p = 0,009). 
Влияние фактора «воздействие» на этот показатель не 
обнаружено, как и не было взаимодействия факторов 
{[F(1,29) = 0,0; p = 0,914] и [F(1,29) = 2,8; p = 0,104] 
соответственно}. Различались животные двух видов 
и по реакции привыкания на звуковой стимул (рис. 5). 
У контрольных хомячков реакция на четвертый звуковой 
сигнал была сниженной (t = 3,12; p = 0,026), у зараженных 
хомячков такого снижения не обнаружено. У мышей как 
в контрольной, так и в опытной группе изменений реакции 
на звуковой сигнал не было.

Обсуждение
Проведенное исследование, стандартизованное по спо
собу заражения, выявило некоторые общие и видоспе
цифические особенности реагирования животных на 
инфицирование метацеркариями O. felineus.

Установлено, что и у хомячков, и у мышей через 
две недели после инвазии количество марит O. felineus 
в желчных протоках печени было одинаковым. Однако 
у хомячков наряду с незрелыми маритами были обнаруже
ны и более развитые особи, у которых визуализировался 
процесс яйцеобразования. У мышей все мариты были не
зрелые, меньшего размера, чем у хомячков, и имели только 
развитый кишечник. Следовательно, созревание марит 
O. felineus у представителей двух видов идет поразному,
быстрее развитие описторхов происходит в хомячках. Этот
факт объясняет преимущественное использование в экс
периментах сирийских хомячков в качестве модельных
животных для изучения процессов описторхоза у млеко
питающих (Boonmars et al., 2009).

Очевидно, что причины неодинакового созревания 
марит O. felineus связаны с разной защитной реакцией 
хозяина, обусловленной нейроиммуноэндокринным ста
тусом. В этой связи обращает на себя внимание бόльшая 
относительная масса селезенки у мышей, по сравнению 
с хомячками. Причем в ответ на инфицирование этот 
показатель у мышей, в отличие от хомячков, еще более 
увеличивался. Учитывая то, что селезенка является 
самым крупным органом периферической иммунной 
системы, в которой происходит дифференцировка зрелых 
Влимфоцитов в плазмоциты – основные антителопро
дуценты организма (Прокопенко, Волина, 2001), можно 
полагать, что у мышей выше степень иммунной защиты от 
личинок O. felineus. При этом инфицированные животные 
обоих видов за две недели опыта набирали массу тела так 
же, как и незараженные сородичи, но у инфицированных 
хомячков этот прирост был слабее, чем у инфицированных 
мышей, что может также косвенно свидетельствовать 
о большей восприимчивости хомячков к инфицированию, 
которая проявляется в некотором ингибировании метабо
лических процессов. 

Кровь, будучи связующим звеном всех систем и орга
нов, одной из первых реагирует на любые воздействия 
на организм. Как показано для O. viverrini (Sripa et al., 
2011) и для O. felineus (Lvova et al., 2012), личинки пара
зитов вызывают, вопервых, механическое повреждение 

эпителия в желчных протоках печени и тканях в местах 
прикрепления ротовой и брюшной присосками. Вовто
рых, они начинают выделять экскреторносекреторные 
продукты, которые являются иммуногенными. Как было 
показано, экскреторносекреторный продукт O. felineus 
содержит широкий спектр многофункциональных бел
ков, модулирующих иммунные характеристики хозяина 
и вызывающих морфофункциональные патологические 
изменения в тканях (Львова и др., 2014). На этом фоне 
происходит активация макрофагов, тучных клеток, эо
зинофилов и других клеток иммунной системы хозяина, 
участвующих в механизмах гуморального и клеточного 
иммунитета (Степанова, Подклетнова, 2002; Новицкий 
и др., 2008; Lvova et al., 2012). С первых дней инфици
рования наблюдаются динамические преобразования 
в печени, сопровождаемые повышением проницаемости 
сосудистых стенок и существенной инфильтрацией лей
коцитов (Бычков и др., 2008).

Как показало наше исследование, наибольшие измене
ния в составе форменных элементов крови на фоне инфи
цирования личинками O. felineus происходят у хомячков. 
Установлено значительное увеличение палочкоядерных 
и снижение сегментоядерных форм нейтрофилов. Это 
может отражать тяжесть патологического процесса в ор
ганизме и свидетельствовать о повышении фагоцитарной 
функции, направленной на элиминацию поврежденных 
тканей хозяина, полученных при внедрении личинок O. fe-
lineus в эпителий желчных протоков, поскольку в норме 
палочкоядерные нейтрофилы присутствуют в перифери
ческой крови в небольшом количестве (1–6 %) (Кишкун, 
2013). У мышей не было значительных изменений данных 
показателей. 

В отличие от хомячков у мышей при заражении пара
зитами было обнаружено значительное повышение коли
чества базофилов в крови. В норме базофилы содержатся 
в небольшом количестве и всего несколько часов (Киш
кун, 2013). Гистамин – основной компонент базофилов, 
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который участвует в аллергических реакциях, поэтому 
повышение количества базофилов в крови связывают 
с проявлением аллергии. Повидимому, наблюдаемое по
вышение количества базофилов является специфической 
реакцией мышей в ответ на инфицирование. Помимо ги
стамина гранулы базофилов содержат большое количество 
серотонина, лейкотриенов, простагландинов и других 
медиаторов, вовлеченных в аллергические реакции и про
цессы воспаления. Возможно, повышение базофилов 
в крови мышей обеспечивает им большую устойчивость 
к инфицированию O. felineus. 

В то же время повышение числа эозинофилов как 
у хомячков, так и у мышей является общей неспецифи
ческой реакцией организма в ответ на инвазии O. felineus. 
Аналогичное повышение числа эозинофилов у хомячков 
на 7е –10е сут после заражения наблюдали другие ис
следователи (Степанова, Подклетнова, 2002; Бычков и др., 
2008). Повышенная эозинофилия на фоне заражения ли
чинками O. felineus наблюдается и у людей (Бронштейн, 
Лучшев, 1998), причем у пациентов с острым описторхо
зом, в отличие от больных хроническим описторхозом, 
наблюдается наибольшее количество эозинофилов в крови 
(Литвинова и др., 2006). Обычно эозинофилия сопрово
ждает различные паразитарные заболевания (Choi et al., 
2003; Начева, Литягина, 2012).

В нашей работе установлено снижение числа лимфо
цитов у инфицированных хомячков и отсутствие такового 
у мышей. Обращают на себя внимание значительные меж
видовые различия по числу агранулоцитов у животных: 
у мышей в обоих случаях (контроль, опыт) лимфоцитов 
в крови больше, а моноцитов – меньше, чем у хомячков. 
К тому же у контрольных и опытных мышей наблюдалось 
увеличенное число тромбоцитов в крови, по сравнению 
с хомячками. Поскольку главная функция лимфоцитов – 
распознавание антигена и участие в иммунном ответе, 
а моноциты являются основным источником органо 
и тканеспецифичных макрофагов (Кишкун, 2013), облада
ющих фагоцитарной функцией, можно предполагать, что 
у мышей существуют специфические механизмы защиты 
от чужеродных организмов, в том числе паразитов. При 
этом абсолютное содержание всех лейкоцитов в крови 
(агранулоциты + гранулоциты) мышей и хомячков было 
в обоих случаях приблизительно одинаковым. 

Кроме того, у хомячков уже на стадии острого опи
сторхоза прослеживаются возможные признаки анемии, 
что также подчеркивает меньшую устойчивость к инфи
цированию O. felineus у хомячков, чем у мышей. У них 
несколько снижен уровень гемоглобина и гематокрит, в то 
время как у мышей эти показатели остаются неизменен
ными. Можно предположить, что вследствие заражения 
повышается скорость разрушения эритроцитов в селезен
ке хомячков. Возможно и другое объяснение, а именно: 
учитывая разную степень зрелости личинок O. felineus 
у представителей двух видов, можно предположить, что 
более развитые особи паразита в желчных протоках пече
ни хомячков начинают интенсивнее питаться кровью хо
зяина. Недавно были получены первые результаты о том, 
что мариты O. felineus питаются кровью хозяина, при этом 
переводят гем в пигмент гемозоин (темное содержимое 
в кишечнике паразита) (Lvova et al., 2016).

Развитие любого воспалительного процесса реализу
ется за счет эффекторных клеток крови (нейтрофилов, 
лимфоцитов, моноцитов), имеющих костномозговое про
исхождение. Изменение численности и функционального 
состояния лейкоцитов крови во многом свидетельствует 
об активности воспаления. Первые доказательства от
ветственности гемопоэтической стволовой клетки (ГСК) 
за гемопоэтический гомеостаз в процессе формирования 
иммунных ответов были получены в 80е годы прошлого 
столетия (Козлов и др., 1982). В последние годы проде
монстрирована способность ГСК прямо и немедленно 
отвечать на воспалительные сигналы. Активация про
лиферации и дифференцировки ГСК в ответ на инфек
ционный сигнал сопровождается мобилизацией более 
дифференцированных клеток из костного мозга в очаг 
воспаления (King, Goodell, 2011).

Для описторхоза характерно повышение экспрессии 
толлподобных рецепторов (Tolllike receptors, TLRs) 
(Yong vanit et al., 2012). В последние годы показано, что 
ГСК экспрессируют TLRs, связывание TLR инициирует 
их вхождение в клеточный цикл, что стимулирует диф
ференцировку миелоидных предшественников (Megías 
et al., 2012). Кроме прямого TLR стимула, в миелоидной 
дифференцировке принимают участие провоспалитель
ные цитокины: TNF, IFN I и II, IL6 (Maltby et al., 2014). 
Таким образом, патогенопосредованная стимуляция мие
лоидной дифференцировки может обеспечивать быстрое 
пополнение иммунных клеток в процессе формирования 
врожденных реакций на инфекцию.

Усиление костномозгового гемопоэза у хомячков может 
свидетельствовать о формировании ответа ГСК на инва
зивное воздействие O. felineus. Наблюдается достоверное 
увеличение количества ранних (КОЕГЭММ) и грану
лоцитарномакрофагальных (КОЕГМ) предшественни
ков, пополняющих популяции гранулоцитов и макро
фагов, расходуемых в процессе воспалительной реакции. 
Формирующаяся анемия (некоторое снижение гемогло
бина и гематокрита) обуславливает, очевидно, стимуля
цию эритропоэза (повышение количества эритроидных  
колоний). 

В наших исследованиях на звуковой сигнал более выра
женно реагировали контрольные хомячки (по сравнению 
с контрольными мышами). При этом у инфицированных 
хомячков, в отличие от контрольных особей, не было 
реакции привыкания, что может свидетельствовать об 
определенных нарушениях в работе нервной системы. 
У людей усиленная стартлреакция или отсутствие га
би туации может быть следствием разнообразных забо
леваний, затрагивающих нервную систему, например, 
посттравматический синдром у людей сопровождается 
повышением силы реакции и снижением скорости при
выкания к стимулу, такие же изменения наблюдаются 
и при моделировании этого синдрома у крыс (Garrick 
et al., 2001; Marshall, Garakani, 2002). Что касается от
сутствия реакции привыкания у мышей как контроль
ной, так и опытной групп, то, возможно, для выявления 
габитуации у данного вида животных четырех повторов 
оказалось просто недостаточно. Известно, что выражен
ность преимпульсного ингибирования стартлреакции 
способны изменять многие фармакологические средства, 
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генетические мутации, психические и неврологические 
заболевания и некоторые другие факторы (Braff et al., 
2001). Заражение личинками описторха не повлияло на 
величину ингибирования реакции вздрагивания, изме
ренную на сроке заражения 12 дней у мышей и хомячков. 
Однако не исключено, что при более длительном инфи
цировании экспериментальных животных (например, 
6 мес.) нарушений будет существенно больше по многим 
показателям работы нервной системы. 

Таким образом, в проведенном исследовании обна
ружены существенные межвидовые различия уже на 
ранних стадиях инфицирования животных личинками 
O. felineus. Через две недели после инфицирования у хо
мячков наблюдались изменения в составе форменных
элементов крови, свидетельствующие о проявлении вос
палительных реакций в организме хозяина, вызванных
инвазией. Одновременно с этим происходила активация
гемопоэтических стволовых клетокпредшественников
миелоидного и эритроидного ряда. Исследования реак
ции хомячков на акустический сигнал свидетельствуют
о некоторых нарушениях в центральной нервной системе.
Кроме того, более зрелые мариты O. felineus, выделенные
из желчных протоков хомячков, по сравнению с мари
тами, выделенными из мышей, также свидетельствуют
о меньшей устойчивости хомячков к заражению. В от
личие от хомячков, у мышей изменения в крови в ответ
на инфицирование были менее выраженные и не сопро
вождались увеличением гемопоэтической колониеобразу
ющей активности и изменениями в реакции вздрагивания
на акустический стимул. Полученные данные говорят
о бόльшей резистентности мышей к инфицированию
O. felineus. Изучение причин устойчивости мышей к гель
минтным инвазиям – предмет будущих исследований.
На данном этапе можно определенно говорить о том, что
острая стадия экспериментального описторхоза, более
пролонгированная у мышей, не исключает возможности
использования этого вида животных для моделирования
O. felineusиндуцированного паразитоза.

Acknowledgments
This study was supported by the Russian Foundation for Basic 
Research, projects 160400356а and 150403551а), the SB 
RAS Program for Research Collaboration (Integration Project 
19), and State Budgeted Project 032420150004.

The authors are grateful to the Microscopy Center of ICG 
(http://www.bionet.nsc.ru/microscopy/) for the access to the 
equipment and to colleagues of the Laboratory of Behavioral 
Neurogenomics, ICG, for the access to the “SRPilot” (San
Diego Instruments) device.

Conflict of interest 
The authors declare no conflict of interest.

References 
Adams A.M. Foodborne Trematodes. Foodborne Parasites. Ed. Y.R. Or  

te ga. N.Y: Springer Science + Business Media, LLC, 2006. Chap.7: 
161196.

Akhmedov V.A., Kritevich M.A. Chronic opisthorchiasis is a multiple
organ pathology. Vestnik Novosibirskogo Gosudarstvennogo Uni

versiteta. Seriya Biologiya, Clinicheskaya Medicina = Herald of No
vosibirsk State University. Biology, Clinical Medicine. 2009;7(1): 
118121.

Bakshtanovskaia I.V., Stepanova T.F. An analysis of complex of bio
chemical parameters of liver functions in chronic opisthorchiasis. 
Meditsinskaya Parazitologiya i Parazitarnye Bolezni = Medical Par
asitology and Parasitic Diseases. 2005;4:1821.

Boonmars T., Boonjaraspinyo S., Kaewsamut B. Animal models for 
Opisthorchis viverrini infection. Parasitol. Res. 2009;104:701703.

Braff D.L., Geyer M.A., Swerdlow N.R. Human studies of prepulse 
inhibition of startle: normal subjects, patient groups, and pharmaco
logical studies Psychopharmacology. 2001;156:234–258.

Brazhnikova N.A., Tolkaeva M.V. Peculiarities of clinic, diagnostics 
and treatment of the opisthorchiasis liver abscesses. Annaly Khirur
gicheskoy Gepatologii = Annals of Surgical Hepatology. 2000;5(1): 
3742.

Brazhnikova N.A., Tolkaeva M.V. Cancer of the liver, biliary tract 
and pancreas in chronic opisthorchiasis. Byulleten Sibirskoy Medi
tsiny = Bulletin of Siberian Medicine. 2002;2:71–76.

Bronstein А.M., Luchshev V.I. Trematode infections of the liver: opis
thorchiasis and clonorchiasis. Russkiy Meditsinskiy Zhurnal = Rus
sian Medical Journal. 1998;6(3):140148.

Bychkov V.G., Krylov G.G., Sabirov A.Kh., Zuyevsky V.P., Khadi
yeva Ye.D., Zhandekov Ye.D. Hepatic cell transformation changes 
in experimental opisthorchiasis. Meditsinskaya Parazitologiya i 
Parazitarnye Bolezni = Medical Parasitology and Parasitic Diseases. 
2008;3:912. 

Choi Y.K., Yoon B.I., Won Y.S., Lee C.H., Hyun B.H., Kim H.C., 
Oh G.T., Kim D.Y. Cytokine responses in mice infected with Clo-
norchis sinensis. Parasitol. Res. 2003;91(2):8793. 

D’Mello C., Swain M.G. Liverbrain inflammation axis. Am. J. Physiol. 
Gastrointest. Liver Physiol. 2011;301(5):G749G61.

Garrick T., Morrow N., Shalev A.Y., Eth S. Stressinduced enhance
ment of auditory startle: an animal model of posttraumatic stress 
disorder. Psychiatry. 2001;64:346354.

Geyer M.A., Braff D.L. Startle habituation and sensorimotor gating 
in schizophrenia and related animal models. Schizophrenia Bull. 
1987;13(4):643668.

Graham F. The more or less startling effects of weak prestimuli. Psy
chophysiology. 1975;12:238–248.

Hoffman H.S., Searle J.L. Acoustic and temporal factors in the evoca
tion of startle. J. Acoust. Soc. Am. 1968;43:269–282.

Hung N.M., Madsen H., Fried B. Global status of fishborne zoonotic 
trematodiasis in humans. Acta Parasitol. 2013;58(3):231258.

Jittimanee J., Sermswan R.W., Puapairoj A., Maleewong W., Wongrata
nacheewin S. Cytokine expression in hamsters experimentally in
fected with Opisthorchis viverrini. Parasite Immunol. 2007;29(3): 
159167.

Keiser J., Utzinger J. Foodborne trematodiasis: current chemotherapy 
and advances with artemisinins and synthetic trioxolanes. Trends 
Parasitol. 2007;23(11):555562. 

King K.Y., Goodell M.A. Inflammatory modulation of HSCs: view
ing the HSC as a foundation for the immune response. Nature. 
2011;11:685692.

Kishkun A.A. Klinicheskaya laboratornaya diagnostika. Uchebnoe po
sobie [Clinical Laboratory Diagnostics. Textbook]. Moscow, GEO
TARMedia Publ., 2013.

Kozlov V.A., Zhuravkin I.N., Tsyrlova I.G. Stvolovaya krovetvornaya 
kletka i immunnyy otvet [Hematopoietic Stem Cell and Immune Re
sponse]. Novosibirsk, Nauka, 1982. 

Labome.com. Laboratory Mice and Rats. Mat. Methods 2012;2:113. 
http://www.labome.com/method/LaboratoryMiceandRats.html 

Litvinova L.S., Kolobovnikova Yu.V., Knoutareva E.N., Grigoryeva 
E.S., Souvorova E.V., Novitsky V.V., Ryazantseva N.V. Cytotoxic
potential of eosinophiles’ granulocytes in patients having eosino
philia syndrome. Byulleten Sibirskoy Meditsiny = Bulletin of Sibe
rian Medicine. 2006;3:2631.



Экспериментальный описторхоз 
у лабораторных животных

Д.Ф. Августинович, И.А. Орловская, Л.Б. Топоркова … 
Н.П. Бондарь, Н.А. Феофанова, В.А. Мордвинов

Lvova M.N., Duzhak T.G., Tsentalovich Yu.P., Katokhin A.V., Mord
vinov V.A. Secretome of the adult liver fluke Opisthorchis felineus. 
Parazitologiya = Parasitology (St.Petersburg). 2014;48(3):169184.

Lvova M.N., Tangkawattana S., Balthaisong S., Katokhin A.V., Mord
vinov V.A., Sripa B. Comparative histopathology of Opisthorchis 
felineus and Opisthorchis viverrini in a hamster model: an implica
tion of high pathogenicity of the European liver fluke. Parasitol. Int. 
2012;61(1):167172.

Lvova M.N., Zhukova M.V., Kiseleva E.V., Mayboroda O.A., Hens
bergen P., Kizilova E.A., Besprozvannykh V.V., Sripa B., Kato
khin A.V., Mordvinov V.A. Hemozoin in the gut contents of liver 
flukes (Opisthorchiidae family). Int. J. Parasitol. 2016;46:147156. 
DOI http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpara.2015.12.003.

Maksimova G.A., Zhukova N.A., Kashina E.V., Lvova M.N., Ka
tokhin A.V., Tolstikova T.G., Ogorodova L.M., Kaminsky I.P., 
Sazonov A.E., Mordvinov V.A. Experimental model of opisthor
chiasis in hamsters (Mesocricetus auratus). Byulleten Sibirskoy 
Meditsiny = Bulletin of Siberian Medicine. 2012;6:5965.

Maltby S., Hansbro N.G., Tay H.L., Stewart J., Plank M., Donges B., 
Rosenberg H.F., Foster P.S. Production and differentiation of my
eloid cells driven by proinflammatory cytokines in response to acute 
pneumovirus infection in mice. J. Immunol. 2014;193(8):40724082.

Mairiang E., Laha T., Bethony J.M., Thinkhamrop B., Kaewkes S., 
Sithithaworn P., Tesana S., Loukas A., Brindley P.J., Sripa B. Ul
trasonography assessment of hepatobiliary abnormalities in 3359 
subjects with Opisthorchis viverrini infection in endemic areas of 
Thailand. Parasitol. Int. 2012;61(1):208211. 

Marshall R.D., Garakani A. Psychobiology of the acute stress response 
and its relationship to the psychobiology of posttraumatic stress dis
order. Psychiat. Clin. N. Am. 2002;25(2):385395.

Megías J., Yáñez A., Moriano S., O’Connor J.E., Gozalbo D., Gil M.L. 
Direct Tolllike receptormediated stimulation of hematopoietic 
stem and progenitor cells occurs in vivo and promotes differentiation 
toward macrophages. Stem Cells. 2012;30(7):14861495.

Mordvinov V.A., Furman D.P. The Digenea parasite Opisthorchis fel-
ineus: a target for the discovery and development of novel drugs. 
Infect. Disord. Drug Targets. 2010;10(5):385401.

Mordvinov V.A., Yurlova N.I., Ogorodova L.M., Katokhin A.V. Op-
isthorchis felineus and Metorchis bilis are the main agents of liver 
fluke infection of humans in Russia. Parasitol. Int. 2012;61(1):2531. 

Nacheva L.V., Lityagina A.V. Cellular reactions in helminthiasis. Ros
siyskiy parazitologicheskiy zhurnal = Russian Journal of Parasitol
ogy. 2012;3:8086.

Novitsky V.V., Ryazantseva N.V., Litvinova L.S., Tkachenko S.B., 
Kolobovnikova Yu.V., Lepekhin A.V., Chernyshova N.P., Grigorye
va E.S., Suvorova E.V., Zima A.P. Change in the production of key 
cytokines for regulation eosinophilic granulocytes in Opisthorchis 
felineus invasion. Klinicheskaya laboratornaya diagnostika = Rus
sian Clinical Laboratory Diagnostics. 2008;2:3842. 

Ogorodova L.M., Freidin M.B., Sazonov A.E., Fedorova O.S., Ger
bek I.E., Cherevko N.A., Lebedeva N.Y. A pilot screening of preva

lence of atopic states and opisthorchosis and their relationship in 
people of Tomsk Oblast. Parasitol. Res. 2007;101(4):11651168. 

Paylor R., Crawley J.N. Inbred strain differences in prepulse inhibi
tion of the mouse startle response. Psychopharmacology. 1997;132: 
169180.

Pozio E., Armignacco O., Ferri F., Gomez Morales M.A. Opisthorchis 
felineus, an emerging infection in Italy and its implication for the 
European Union. Acta Trop. 2013;126(1):5462. 

Prokopenko V.D., Volina E.G. Struktura i funktsii immunnoy sistemy 
cheloveka [Structure and function of the human immune system.]. 
Moscow, RUDN, 2001.

Schuster R., Dell K., Nöckler K., Vöster J., SchwartzPorsche D., Haid
er W. Liver enzyme activity and histological changes in the liver 
of silver foxes (Vulpes vulpes fulva) experimentally infected with 
opisthorchiid liver flukes. A contribution to the pathogenesis of opis
thorchiidosis. Parasitol. Res. 2003;89(5):414418. 

Sripa B., Bethony J.M., Sithithaworn P., Kaewkes S., Mairiang E., Lou
kas A., Mulvenna J., Laha T., Hotez P.J., Brindley P.J. Opisthorchia
sis and Opisthorchisassociated cholangiocarcinoma in Thailand and 
Laos. Acta Trop. 2011;120(Suppl. 1):S158S168.

Sripa B., Kaewkes S. Relationship between parasitespecific antibody 
responses and intensity of Opisthorchis viverrini infection in ham
sters. Parasite Immunol. 2000;22(3):139145.

Sripa B., Kaewkes S., Sithithaworn P., Mairiang E., Laha T., Smout M., 
Pairojkul C., Bhudhisawasdi V., Tesana S., Thinkamrop B., Betho
ny J.M., Loukas A., Brindley P.J. Liver fluke induces cholangiocar
cinoma. PLoS Med. 2007;4(7):e201:11481155.

Sripa B., Thinkhamrop B., Mairiang E., Laha T., Kaewkes S., Sithitha
worn P., Periago M.V., Bhudhisawasdi V., Yonglitthipagon P., Mul
venna J., Brindley P.J., Loukas A., Bethony J.M. Elevated plasma 
IL6 associates with increased risk of advanced fibrosis and chol
angiocarcinoma in individuals infected by Opisthorchis viverrini. 
PLoS Negl. Trop. Dis. 2012;6(5):e1654:19. 

Stepanova T.F., Bakshtanovskaia I.V., Skichko S.I. Parameters of thy
roid status in patients with acute and superinvasion opisthorchiasis. 
Fundamentalnye issledovaniya = Fundamental research. 2004;6: 
103104.

Stepanova T.F., Podkletnova L.F. Parazitotsenoticheskie aspekty in
vazionnoinfektsionnoy patologii (opistorkhoz i tuberkulez) [Para
sitecoenotic aspects of invasive infected patology (opisthorchiasis 
and tuberculosis)]. Tyumen: TGU, 2002.

Yongvanit P., Thanan R., Pinlaor S., Sithithaworn P., Loilome W., 
Namwat N., Techasen A., Dechakhamphu S. Increased expression 
of TLR2, COX2, and SOD2 genes in the peripheral blood leuko
cytes of opisthorchiasis patients induced by Opisthorchis viverrini 
antigen. Parasitol. Res. 2012;110(5):19691977.

Zelentosov A.G. Susceptibility of inbred mice to helminths. II. Devel
opment of Opisthorchis felineus in mice of strains A/He, CBA/Lac, 
CC57w/MJ, C57BL/LJ, DBA/2J and SWR. J. Meditsinskaya Paraz
itologiya i Parazitarnye Bolezni = Medical Parasitology and Parasitic 
Diseases. 1974;43(1):9598.



Наследственные особенности физиологических функций
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According to the hypothesis of stress relief, a high 
level of anxiety or stress may cause greater alcohol 
consumption and alcohol addiction. However, data 
obtained with experimental animals do not always 
confi m this statement. Model strains of Norway 
rats selected for tame and aggressive attitude to 
humans are some of the models for investigation 
of relationships among anxiety, the function 
of the hypothalamus – pituitary – adrenal (HPA) axis, 
and predisposition to alcohol addiction. Former 
studies of tame rats, based on the blood levels 
of corticosterone and adrenocorticotropic hormone 
(ACTH) in rest and stress, revealed a decrease 
of the manifestation of anxiety-like behavior and 
of the HPA function in comparison to aggressive 
and unselected rats. This work assesses the preferred 
consumption of ethanol at various concentrations 
with free access to ethanol and water (two bottle-
choice paradigm) and the effect of acute ethanol 
administration on the behavior of aggressive and 
tame male rats in an elevated plus maze. After intra-
peritoneal alcohol administration, tame and aggres-
sive males showed a reduced number of rearings 
in the center of the elevated plus maze, but the reduc-
tion was statistically significa t only in the former. It 
pointed not only to the absence of an anxiolytic action 
of 12 % ethanol but also to enhancement of anxiety-
like behavior in tame rats. After seven-day alcohol 
withdrawal, tame rats showed signs of deprivation, 
because the alcohol consumption was greater than 
before the withdrawal. Thus, the difference between 
tame and aggressive rats in alcohol consumption 

Согласно гипотезе о снятии напряжения, повышенный уровень 
тревожности или стресса может приводить к большему потре бле-
нию алкоголя и алкогольной зависимости. Однако это не всегда 
подтверждается данными, полученными на экспериментальных 
животных. Одной из моделей для исследования связи между 
тревожностью, функцией гипоталамо-гипофизарно-надпочеч-
никовой системы (ГГНС) и предрасположенностью к алкогольной 
зависимости может быть селекционная модель серых крыс 
с ручным и агрессивным поведением по отношению к человеку. 
Ранее у ручных крыс отмечали ослабление тревожно-подобного 
поведения и понижение функциональной активности ГГНС, судя 
по уровню кортикостерона и адренокортикотропного гормона 
(АКТГ) в крови в условиях покоя и при стрессе по сравнению 
с агрессивными и неселекционируемыми животными. В данной 
работе оценивали предпочтение и потребление этанола разной 
концентрации в условиях свободного доступа к этанолу и воде 
(two bottle-choice paradigm), а также влияние однократного 
введения этанола на поведение в приподнятом крестообразном 
лабиринте у самцов крыс с агрессивным и ручным поведением. 
У ручных и агрессивных самцов после внутрибрюшинного 
введения алкоголя отмечали уменьшение числа вертикальных 
стоек в центре приподнятого крестообразного лабиринта, которое 
достигало уровня значимости только у первых. Такое изменение 
свидетельствует не только об отсутствии анксиолитического 
действия 12 %-го этанола, но и усилении тревожно-подобного 
поведения у ручных крыс. Агрессивные крысы превосходили 
ручных по потреблению 2 %-го этанола, тогда как потребление 
10 %-го и предпочтение 5 %-го раствора у ручных было достовер-
но выше, чем у агрессивных. После семидневной отмены спирта 
у ручных крыс наблюдали эффект депривации, поскольку его 
потребление становилось больше, чем до отмены. Таким образом, 
различия в потреблении этанола между ручными и агрессивными 
крысами меняются в зависимости от концентрации раствора. 
Агрессивные самцы пьют только 2 %-й раствор больше, чем 
ручные, и поэтому гипотеза о снятии напряжения подтверждается 
именно для этой концентрации.

Ключевые слова: этанол; отбор по поведению; ручные и агрес-
сивные крысы; тревожно-подобное поведение; приподнятый 
крестообразный лабиринт; эффект депривации.
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varies with alcohol concentration. Aggressive males 
drank more alcohol than water only at the 2 % 
concentration. Hence, the hypothesis of stress relief 
is confi med only for this concentration.

Key words: ethanol; selection for behavior; tame 
and aggressive rats; anxiety-like behavior; elevated 
plus maze; effect of deprivation. 
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Известно, что социальный стресс, вызванный кон-
фликтами в семье или на работе, чаще, чем другие 
виды стресса, провоцирует потребление алкоголя 

и оказывает наиболее стойкий эффект на аддиктивное 
(зависимое) поведение (de Wit et al., 2003; Kudryavtseva 
et al., 2006; Thomas et al., 2011). Глюкокортикоиды как 
основные гормоны стресса, взаимодействуя с мезолим-
бической системой, опосредуют стресс-индуцированное 
потребление алкоголя (Spanagel et al., 2014). Согласно 
гипотезе о снятии напряжения, индивидуумы с повы-
шенной тревожностью могут быть более чувствительны 
к анксиолитическому действию алкоголя и, возможно, по-
этому более предрасположены к его потреблению (Conger, 
1956). Однако эта гипотеза не всегда подтверждается 
экспериментально. В частности показано, что у крыс 
Wistar, селекционированных на повышенную тревож-
ность (hihg anxiety behavior, HAB), потребление и пред-
почтение этанола ниже, чем у животных контрастной 
линии (low anxiety behavior, LAB) (Henniger et al., 2002).

По мнению ряда авторов, критическим механизмом 
аддиктивного поведения является индуцированное алко-
голем повышение дофамина в прилежащем ядре (nucleus 
accumbens), входящем в мезолимбическую систему мозга 
(Comings, Blum, 2000; Blum, Oskar-Berman, 2014). По-
скольку дофамин влияет на чувство удовольствия и по-
давляет стрессорное состояние, то самолечение алкоголем 
приводит к временному облегчению дискомфорта и лож-
ному ощущению благополучия. Однако хроническое зло-
употребление алкоголя и других психоактивных веществ 
приводит к подавлению синтеза этого нейротрансмиттера 
и рецепторной дисфункции (Comings, Blum, 2000). 

Для исследования генетических и нейробиологических 
механизмов алкоголизма методом отбора в нескольких 
лабораториях были созданы модельные линии крыс, 
различающиеся по предпочтению к этанолу (Stewart et 
al., 1993; Colombo et al., 1995; Möller et al., 1997). Однако 
практически нет данных по потреблению алкоголя у жи-
вотных, селекционированных по социально значимым 
признакам поведения, к которым следует отнести и ре-
акцию на социальный стресс. В связи с этим имеющиеся 
в ИЦиГ СО РАН уникальные линии серых крыс, в течение 
длительного периода (80 поколений) отбираемых по ре-
акции на человека, а именно на агрессивное и толерант-
ное (спокойное) отношение к человеку, могут служить 
адекватной моделью для исследования генетически 

детерминированных особенностей потребления алкоголя 
и аддиктивного поведения. Ранее проведенные исследо-
вания показали, что отбор крыс по реакции на человека 
сопровождается изменением широкого спектра физиоло-
гических и поведенческих параметров (Plyusnina, Oskina, 
1997; Albert et al., 2008). Так, у спокойных (ручных) крыс 
наблюдали понижение функциональной активности гипо-
таламо-гипофизарно-надпочечниковой системы (ГГНС), 
ослабление тревожно-подобного поведения и внутри-
видовой агрессии в тесте «резидент-интрудер», а также 
более продолжительный латентный период агрессивных 
столкновений в тесте социальных взаимодействий по 
сравнению с агрессивными и неселекционируемыми 
животными (Naumenko et al., 1989; Plyusnina et al., 2011; 
Gulevich et al., 2015). При отборе крыс на спокойное по-
ведение отмечали изменение уровня дофамина, а также 
плотности и связывающей способности рецепторов до-
фамина в мезолимбической системе мозга по сравнению 
с неселекционированными животными (Nikulina et al., 
1992). По данным исследователей из Лейпцига, уровень 
дофамина в прилежащем ядре у ручных крыс выше, чем 
у агрессивных (Albert et al., 2008). В последнее время 
было показано, что экспрессия мРНК гена дофаминовых 
рецепторов (DRD2) в миндалине у ручных крыс выше, 
чем у агрессивных и неселекционированных крыс. 

Поскольку отбор крыс по реакции на человека влияет 
на ГГНС и дофаминергическую систему в мезолимбиче-
ских структурах мозга, т. е. системы, которые опосредуют 
и стресс-индуцированное потребление алкоголя, можно 
было предполагать, что спокойные и агрессивные крысы 
будут отличаться по эффекту этанола на поведение и его 
потреблению. 

Целью данной работы было исследовать потребление 
и предпочтение этанола, а также его влияние на поведение 
у самцов крыс, селекционируемых в двух разных направ-
лениях по отношению к человеку.

Материалы и методы

Животные 
Эксперименты проводили на половозрелых самцах аут-
бредных серых крыс (Rattus norvegicus) 83-го поколения 
отбора, селекционированных на отсутствие (линия руч-
ных) и усиление (линия агрессивных) агрессивности по 
отношению к человеку. В каждой экспериментальной 
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группе было по 10–12 особей. Животных содержали в ме-
таллических клетках (50 × 33 × 20 см) в группах по четыре 
особи при естественном освещении и свободном доступе 
к воде и пище. До экспериментов самцов взвешивали и 
рассаживали по одному. Исследования проводили по схе-
ме, применяемой для Wistar крыс, селекционированных 
по уровню тревожности (Henniger et al., 2002), и моди-
фицированной для клеток, в которых содержались серые 
крысы, в виварии ИЦиГ СО РАН. Эксперименты были 
выполнены в соответствии с правилами проведения работ 
на экспериментальных животных (приложение к приказу 
Министерства здравоохранения № 267 от 19.06.2003).

Тест приподнятого крестообразного лабиринта
Тестирование по поведению проводили с 14:00 до 18:00 
местного времени. За 10 мин до тестирования самцам 
вводили внутрибрюшинно 12 %-й раствор этанола 
(1 г/ кг). Контрольным животным вводили физиологиче-
ский раствор.

Для исследования эффекта алкоголя на поведение 
использовали тест приподнятого крестообразного лаби-
ринта, который широко используется для анксиолитиче-
ских и анксиогенных свойств препаратов (Rodgers, Cole, 
1994). Лабиринт представляет собой крестообразную 
платформу, приподнятую над полом на 50 см. Он состоит 
из расположенных друг напротив друга двух открытых 
и двух закрытых рукавов размером 50 × 10 см. Закрытые 
рукава окружены с трех сторон непрозрачными стенками 
высотой 40 см. На пересечении рукавов располагается 
центральная платформа размером 10 × 10 см. В начале 
теста крысу помещали в центр лабиринта, носом к за-
крытому рукаву. В течение 5 мин определяли параметры 
теста: латентные периоды захода в закрытые и выхода 
в открытые рукава; число заходов и время нахождения 
в открытых рукавах лабиринта; число заходов и время на-
хождения в закрытых рукавах лабиринта; число выходов 
в центр; время нахождения в центре лабиринта; число 
и время «выглядывания» (выход двумя лапами) в центр 
и в открытые рукава. Лабиринт после каждой крысы 
тщательно мыли и высушивали салфетками. 

Поведение регистрировали на видеокамеру и в после-
дующем обрабатывали с помощью программы, разрабо-
танной в лаборатории, которая позволяла оценить время 
каждого поведенческого паттерна (Плюснина и др., 2003). 

Определение потребления и предпочтения этанола 
в условиях свободного доступа (two bottle test) 
Спустя пять дней после тестирования по поведению на 
каждую клетку подвешивали по две бутылки с водой 
и спиртом. Размеры клеток не позволяли одновременно 
подвешивать четыре бутылки (одну с водой и три бутылки 
с разной концентрацией этанола), как в исследовании на 
крысах Wistar (Henniger et al., 2002). Каждые один – два 
дня обе бутылки взвешивали и меняли местами. В течение 
первых пяти дней в бутылках был 2 %-й раствор, в сле-
дую щие пять дней – 5 %-й и последние пять дней – 10 %-й 
раствор. Далее для регистрации эффекта депривации 
бутылки со спиртом убирали, а через семь дней их вновь 
ставили с 10 %-м спиртом и продолжали взвешивать в те-
чение двух дней. Потребление алкоголя считали в г/ кг, 

а предпочтение – в процентах от общего количества по-
требляемой жидкости.

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью двухфакторного дисперсионного комплекса 
(ANOVA), в котором одним из факторов была линия крыс, 
а другим – влияние этанола, вводимого внутрибрюшинно 
(для поведенческого теста), или его концентрация, дни 
предъявления и депривация (для эксперимента со свобод-
ным доступом к воде и спирту). Различия между группами 
определяли с помощью критерия Fisher post-hoc.

Результаты
Влияние однократного введения этанола на тревожно-
подобное поведение показано на рис. 1. Двухфакторный 
дисперсионный анализ выявил достоверное влияние 
генотипа на суммарное время, проведенное животными 
в центре (F1,38 = 15,65, p < 0,001) и закрытых рукавах 
(F1,38 = 6,43, p < 0,05), тогда как введение этанола не вли-
яло на эти показатели (F1,38 = 1,74, p > 0,05 и F1,38 = 1,60, 
p > 0,05) соответственно (рис. 1, а, б). Взаимодействие 
этих факторов было недостоверно для суммарного вре-
мени, проведенного как в центре (F1,38 = 0,22, p > 0,05), 
так и в закрытых рукавах (F1,38 = 1,52, p > 0,05). Ручные 
самцы из контрольной группы меньше времени проводят 
в закрытых рукавах, чем агрессивные (p < 0,05), тогда 
как после внутрибрюшинного введения этанола эти раз-
личия сглаживаются (рис. 1, б). 

Факторы генотипа и введения этанола не влияли на 
число выходов в центр (F1,38 = 0,07, p > 0,05 и F1,38 = 0,12, 
p > 0,05) соответственно (рис. 1, в), тогда как взаимо-
действие этих факторов было достоверно (F1,38 = 4,86, 
p < 0,05). Эти факторы также не влияли на число выходов 
в открытые рукава (F1,38 = 1,58, p > 0,05 и F1,38 = 0,004, 
p > 0,05) соответственно (рис. 1, г), а взаимодействие 
факторов было достоверно (F1,38 = 5,53, p < 0,05). Число 
выходов в открытые рукава у агрессивных и ручных сам-
цов в контрольной группе не отличалось, а после введения 
этанола ручные крысы реже выходили в открытые рукава, 
чем агрессивные (p < 0,05), (рис. 1, г).

Обнаружено влияние генотипа и введения этанола на 
число вертикальных стоек в центре F1,38 = 4,64, p < 0,05 
и F1,38 = 8,70, p < 0,01 соответственно (рис. 1, д), взаимо-
действие этих факторов было недостоверно F1,38 = 0,21, 
p > 0,05. У самцов обоих генотипов после введения эта-
нола отмечали уменьшение этого параметра по сравне-
нию с контролем, которое достигало уровня значимости 
у ручных крыс (p < 0,05) и было на грани достоверности 
(p = 0,08) у агрессивных.

На рис. 2 представлены результаты по потреблению 
этанола различной концентрации в среднем за один день 
в условиях свободного выбора спирта и воды. Двух-
факторный дисперсионный анализ не выявил влияния 
генотипа на этот параметр (F1,66 = 0,27, p > 0,05), тогда 
как фактор концентрации этанола достоверно влиял на 
его потребление (F2,66 = 31,11, p < 0,001). Взаимодействие 
этих факторов было недостоверно (F2,66 = 2,51, p > 0,05). 
Потребление 2 % и 5 %-го растворов этанола не отлича-
лось у крыс с разным поведением, тогда как потребление 
10 %-го этанола у ручных крыс было выше, чем у агрес- 
сивных.
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На рис. 3 представлены данные 
по потреблению этанола с разной 
концентрацией в первые два дня и на 
4-й – 5-й дни предъявления, а также
за два дня после семиднев ной отме-
ны. На потребление 2 %-го этанола
влияли как генотип (F1,20 = 11,53, 
p < 0,01), так и дни его предъявления 
(F1,20 = 10,12, p < 0,01), взаимодей-
ствие этих факторов было достоверно 
(F1,20 = 15,46, p < 0,001). На потреб-
ление 5 %-го этанола генотип не 
влиял (F1,22 = 1,93, p > 0,05), но вли-
яли дни предъявления (F1,22 = 37,74, 
p < 0,001), а взаимодействие этих 
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факторов было незначительно (F1,22 = 0,53, p > 0,05). Аналогично генотип не 
влиял на потребление 10 %-го этанола (F1,21 = 3,93, p > 0,05), но влияли дни 
предъявления (F1,22 = 37,74, p < 0,001), взаимодействие этих факторов было 
также незначительно (F1,22 = 0,53, p > 0,05).

Кроме того, обнаружено влияние факторов генотипа (F1,44 = 7,40, p < 0,01) 
и депривации (F1,44 = 7,96, p < 0,01) на потребление 10 %-го этанола, тогда 
как взаимодействие этих факторов было незначительно (F1,44 = 3,30, p > 0,05).

У ручных крыс потребление 2 %-го этанола на 4-й – 5-й дни предъявления 
снижалось по сравнению с первыми днями и становилось меньше, чем у агрес-
сивных (рис. 3). Потребление 5 %-го этанола на 4-й – 5-й дни предъявления 
снижалось как у ручных, так и агрессивных крыс, по сравнению с первыми 
днями. Ручные крысы достоверно превосходили агрессивных по потребле-
нию 10 %-го этанола в первые дни предъявления (p < 0,05), на 4-й – 5-й дни 
предъявления потребление этанола у них снижалось (p < 0,01), а у агрессив-
ных существенно не изменялось. В первые два дня после 7-дневной отмены 
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потребление 10 %-го этанола у ручных крыс повышалось по сравнению с по-
треблением на 4-й – 5-й дни до отмены (p < 0,001), тогда как у агрессивных 
существенно не изменялось. Потребление 10 %-го этанола после отмены 
у ручных крыс, как и в первые дни предъявления, оставалось повышенным 
по сравнению с агрессивными (p < 0,01).

Двухфакторный дисперсионный анализ выявил достоверное влияние ге-
нотипа и концентрации этанола на его предпочтение (F1,66 = 12,48, p < 0,001) 
и (F2,66 = 35,51, p < 0,001) соответственно (рис. 4). Взаимодействие факторов 
было недостоверно (F2,66 = 1,22, p > 0,05). У агрессивных крыс по мере повы-
шения концентрации этанола предпочтение к нему достоверно понижается, 
тогда как у ручных этот показатель не отличается для 2 %-го и 5 %-го рас-
творов, и уменьшается только для 10 %-го этанола. Предпочтение к 2 %-му 
раствору у ручных и агрессивных крыс не отличается, тогда как предпочтение 
к 5 %-му раствору у ручных крыс выше, чем у агрессивных (p > 0,01), такая 
же тенденция отмечается и по предпочтению к 10 %-му раствору (p = 0,06).

Обсуждение
При сравнении результатов по предпочтению этанола разной концен трации 
можно отметить, что у ручных и агрессивных крыс максимальный уровень 
приходится на 2 %-й раствор (рис. 4). Эти результаты согласуются с данными 
других авторов о предпочтении крысами раствора алкоголя с концентрацией 
менее 6 % (Meisch, Lemaire, 1993) или 5 %-го раствора по сравнению с 10 %-м 
и 20 %-м растворами (Henniger et al., 2002). Предпочтение к 2 %-му раствору 
у ручных и агрессивных крыс не отличается, тогда как предпочтение к 5 %-му 
раствору у ручных крыс выше, чем у агрессивных. У агрессивных крыс пред-
почтение раствора этанола обратно пропорционально его концентрации, 
а у ручных – достоверно снижается на 10 %-м растворе этанола.

Среднее потребление этанола за день так же, как и его предпочтение, 
у агрессивных крыс достоверно уменьшается по мере повышения концентра-
ции (см. рис. 2, 4), в то время как у ручных крыс потребление 2 %-го и 5 %-го 
растворов существенно не отличается, а 10 %-го раствора становится меньше, 
чем растворов с более низкими концентрациями. На основании этих данных 
по предпочтению и потреблению этанола разной концентрации можно пред-
полагать, что агрессивные крысы более чувствительны к изменению концен-
трации этанола от 2 до 5 %, чем ручные. 

Полученные в данной работе результаты свидетельствуют о повышенном 
потреблении 2 %-го этанола агрессивными крысами на 4-й – 5-й дни предъяв-
ления по сравнению с ручными животными (см. рис. 3). Ранее было показано, 
что для агрессивных крыс характерна повышенная тревожность, судя по по-
ведению в светло-темной камере и амплитуде вздрагивания (startle-response) 
(Albert et al., 2008). Согласно гипотезе о снятии напряжения, индивидуумы 
с повышенной тревожностью могут быть более чувствительны к анксиоли-
тическому действию алкоголя и, возможно, поэтому более предрасположены 
к его потреблению (Conger, 1956). Поэтому можно предполагать, что анксио-
литический эффект этанола в большей степени проявляется у агрессивных 
крыс и поэтому его потребление у них больше, чем у ручных. Однако это 
предположение можно отнести только к 2 %-му раствору этанола, поскольку 
результаты потребления спирта с более высокими концентрациями его не под-
тверждают. Так, у агрессивных крыс наблюдали пониженное предпочтение 
к 5 %-му раствору и потребление 10 %-го раствора этанола в первые два дня 
предъявления и в среднем за один день, а также после семидневной отмены 
по сравнению с ручными самцами. Причем у последних отмечали эффект 
депривации, так как потребление 10 %-го этанола после отмены становилось 
больше, чем до отмены.

Эти результаты согласуются с данными о большем потреблении этанола 
крысами, селекционированными на пониженную (LAB) тревожность в те-
сте приподнятого крестообразного лабиринта по сравнению с животными 
контрастной линии (HAB) (Henniger et al., 2002). Выше уже упоминалось, 
что ручные крысы проявляют меньшую тревожность, чем агрессивные 
(Albert et al., 2008). Однако, в отличие от руч ных крыс, у самцов с понижен-

ной тре вожностью (LAB) отмечают 
повышенную межсамцовую агрес-
сию в тес те «резидент – интрудер» 
по сравнению с самцами контраст-
ной линии (Veenema, Neumann et 
al., 2007). Кроме того, схема нашего 
эксперимента отличалась от схемы 
на крысах линий HAB и LAB. Если 
в нашем эксперименте крысы име-
ли доступ к двум бутылкам с водой 
и спиртом разной концентрации (2, 
5 и 10 %), то в исследовании на HAB 
и LAB крысах доступ был одновре-
менно к четырем бутылкам с водой 
и спиртом 5, 10 и 20 % (Henniger 
et al., 2002). Несмотря на различия 
между схемами экспериментов и мо-
делями крыс, селекционируемых 
по реакции на человека и уровню 
тревожности, результаты свидетель-
ствуют о повышенном потреблении 
алкоголя у самцов с пониженной 
тревожностью по сравнению с живот-
ными соответствующих контрастных 
линий. Полученные нами данные 
подтверждают точку зрения других 
авторов о том, что положительная 
связь между тревожностью и потре-
блением спирта в условиях домашней 
клетки отмечается только с низкими 
его концентрациями (2–4 %), и сами 
эти условия не способствуют тревож-
но-подобному поведению (Henniger 
et al., 2002). 
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Как у менее тревожных (LAB), так и ручных крыс 
понижена реакция ГГНС на несоциальный стресс по 
сравнению с соответствующими контрастными линиями 
(Veenema, Neumann et al., 2007; Оськина и др., 2008). 
Базальные уровни дофамина в прилежащем ядре (NAcc) 
не отличались у крыс с пониженной тревожностью (LAB) 
и неселекционированных, тогда как после теста «рези-
дент – интрудер» уровень дофамина у первых становился 
выше, чем у последних (Beiderbeck et al., 2012). Среди 
девяти исследуемых районов мозга у крыс, селекциони-
рованных по реакции на человека, только в NAcc найдены 
различия по уровню дофамина, который у ручных был 
выше, чем у агрессивных (Albert et al., 2008). В связи 
с этими данными можно предполагать, что в процессе 
отбора крыс на ручное поведение формируются опреде-
ленные взаимосвязи между ГГНС и дофаминергической 
системой мезолимбических структур мозга, которые 
способствуют повышенному потреблению и предпочте-
нию этанола (с концентрацией более 5 %) по сравнению 
с агрессивными животными.

При тестировании в приподнятом крестообразном ла-
биринте ручные самцы из контрольной группы меньше 
времени проводят в закрытых рукавах, чем агрессивные, 
тогда как после внутрибрюшинного введения этанола эти 
различия сглаживаются. По числу выходов в открытые 
рукава, наоборот, в контрольной группе достоверных 
различий нет, а после введения этанола ручные крысы 
реже выходят в открытые рукава, чем агрессивные. В ре-
зультате сопоставления этих результатов у крыс разного 
поведения можно косвенно судить о повышении тревож-
ности у ручных крыс под влиянием введения этанола, 
тогда как прямым свидетельством этого является досто-
верное уменьшение числа вертикальных стоек в центре 
у ручных крыс после введения этанола по сравнению 
с контролем. Следовательно, 12 %-й этанол не только не 
оказывает анксиолитического действия у ручных крыс, 
но и вызывает усиление тревожно-подобного поведения. 
В связи с этим серые крысы с ручным поведением могут 
служить моделью для исследования алкоголь-индуциро-
ванного повышения тревожности. Можно предполагать, 
что такая реакция у ручных крыс, вызванная этанолом, 
способствует его дальнейшему потреблению. 

Среди генов, отличающихся по структуре у серых крыс, 
селекционированных на ручное и агрессивное поведение, 
наши коллеги из Германии, в частности, отметили ген 
ANKK1 (аnkyrin repeat and kinase domain containing 1). 
Мутации в этом гене были найдены только у ручных крыс 
и не встречались у агрессивных и неселекционированных. 
Ген ANKK1 тесно сцеплен с геном рецептора дофамина 
(DRD2) и экспрессируется в астроцитах, а ANKK1 белок 
относят к семейству киназ, участвующих в сигнальной 
трансдукции (Neville et al., 2004). Апоморфин, действу-
ющий как агонист дофаминовых рецепторов, активирует 
экспрессию гена ANKK1 в культуре мышиных астроцитов, 
что свидетельствует о его возможной связи с дофами-
нергической системой (Hoenicka et al., 2010). У человека 
полиморфизм, известный как Taq 1A, в гене ANKK1 (или 
DRD2, как ранее считали) активно исследуют в связи 
с аддиктивным, антисоциальным поведением (Hoenicka 
et al., 2010; Lu et al., 2012) и связывают с такими по-
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веденческими особенностями, как склонность к поиску 
новизны (novelty seeking) и избеганию опасности (harm 
avoidance) (Berman et al., 2002). Кроме того, показано, 
что Taq 1A полиморфизм модулирует плотность и свя-
зывающую способность рецепторов DRD2 (Ariza et al., 
2012). Как уже отмечено выше, при отборе крыс на руч-
ное поведение изменяются уровень дофамина, а также 
плотность и связывающая способность рецепторов до-
фамина в мезолимбической системе мозга по сравнению 
с неселекционированными животными (Nikulina et al., 
1992). По данным исследователей из Лейпцига, уровень 
дофамина в прилежащем ядре у ручных крыс выше, чем 
у агрессивных (Albert et al., 2008). Возможно, структурные 
изменения в гене ANKK1, найденные у ручных крыс, вли-
яют на экспрессию гена дофаминовых рецепторов DRD2, 
что и приводит к повышенному предпочтению и потре-
блению раствора этанола с концентрацией более 5 %.

Таким образом, различия в потреблении этанола между 
ручными и агрессивными крысами меняются в зависимо-
сти от концентрации раствора. Агрессивные самцы пьют 
больше, чем ручные, только 2 %-й раствор, и поэтому 
гипотеза о снятии напряжения подтверждается лишь для 
этой концентрации.
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Экспрессия ключевых генов физиологических функций
ОБЗОР

The effect of space flight on gene 
expression in brain

A.S. Tsybko , T.V. Ilchibaeva, N.K. Popova

Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia

Many serious adverse physiological changes occur 
during spaceflig t, primarily due to microgravity. 
In search of underlying mechanisms, many experi-
mental tools have been developed, ranging 
from microgravity modeling on Earth to space 
flig t investigations, part of which is to study 
the expression of genes and proteins. Unlike bone 
and muscle tissue, molecular changes in nerve cells 
during spaceflig t are practically unexplored. This 
review aims at sum marizing the recent advances 
in identifying gene and protein expression changes 
of nervous system cells under microgravity conditions. 
To a large extent, this review will focus on the results 
of the Bion-M1 biosatellite. We have for the first time
revealed dopamine and serotonin microgravity-
responsive genes (tyrosine hydroxylase, catechol-O-
methyltransferase, and D1 receptor in the nigrostriatal 
system; D1 and 5-HT2A receptors in the hypothalamus; 
and monoamine oxidase A in the frontal cortex). 
Decreased genetic control of the dopamine system 
may contribute to the spaceflig t-induced locomotor 
impairment and dyskinesia described for both animals 
and humans. Also, the system of neuronal apoptosis 
is activated under the influen e of microgravity as 
evidenced by changes in the expression of anti-
apoptotic protein Bcl-XL in the hippocampus and 
hypothalamus. The long spaceflig t produced 
dysregulation in the genetic control of genes encoding 
GDNF and CDNF neurotrophic factors. Because they 
play a crucial role in the protection and maintenance 
of dopaminergic neurons, reducing their expression 
may be one of the reasons for the negative impact 
of spaceflig t on the brain dopamine system. Thus, 
the data obtained from the flig t of the Bion-M1 
biosatellite for the first time all wed for creating 
a molecular genetic basis for the currently known 
neurophysiological mechanisms of adaptation 
of the central nervous system to the state of weight-
lessness.

Key words: space flig t; microgravity; nervous system; 
Bion-M1; gene expression.

Космический полет вызывает ряд серьезных побочных физиоло-
гических изменений в первую очередь из-за состояния микро-
гравитации. В поисках механизмов, лежащих в основе этих изме-
нений, были разработаны многие подходы: от моделирова ния 
микрогравитации на Земле до исследований в космосе, неотъе м-
лемой частью которых является исследование экспрессии генов 
и белков. В отличие от костной и мышечной тканей, молекуляр-
ные изменения, происходящие в нервных клетках во время кос-
мических полетов, практически не исследованы. Целью данного 
обзора является обобщение последних достижений в области 
исследования экспрессии генов и белков в нервной системе 
в условиях микрогравитации. В значительной степени обзор будет 
посвящен результатам полета биоспутника «Бион-М1». Впервые 
нами были выявлены чувствительные к микрогравитации гены 
дофаминовой (ДА) и серотониновой (5-HT) систем: тирозин 
гидроксилаза (TH), катехол-о-метилтрансфераза (COMT) и дофа-
миновый рецептор первого типа (D1) в нигростриатальной сис-
теме; серотониновые рецепторы 2А подтипа (5-HT2A) и D1 ре цеп- 
торы в гипоталамусе и моноаминоксидаза А (МАО А) во фронталь-
ной коре. Снижение экспрессии ключевых генов дофаминовой 
системы может вносить вклад в развитие двигательных наруше-
ний и дискинезии во время космического полета как у животных, 
так и  человека. Также под действием микрогравитации активи-
руется и система нейронального апоптоза, о чем свидетельствуют 
повышение экспрессии антиапоптотического белка Bcl-XL в гип-
покампе и ее снижение в гипоталамусе. Длительный космический 
полет привел к дисрегуляции экспрессии генов, кодиру ющих 
глиальный нейротрофический фактор (GDNF) и дофами новый 
нейротрофический фактор (CDNF) мозга. Данные нейро трофиче-
ские факторы играют важнейшую роль в поддержании и защите 
дофаминергических нейронов, поэтому снижение их экспрессии 
в нигростриатальной дофаминовой системе может быть одной 
из причин негативного воздействия космического полета на 
дофаминовую систему мозга. Уникальность данных, полученных 
в результате полета биоспутника «Бион-М1», заклю чается в том, 
что они впервые позволили подвести молекулярно-генетическую 
основу под известные на сегодня нейрофизиологи ческие меха-
низмы адаптации центральной нервной системы к состоянию 
микрогравитации.

Ключевые слова: космический полет; микрогравитация; нервная 
система; «Бион-М1»; экспрессия генов.
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В течение космического полета у космонавтов на-
блюдается множество серьезных побочных физио-
логических изменений, в число которых входят 

перераспределение жидкостей, усиление почечной 
фильтрации, ухудшение функционирования иммунной 
системы и физического состояния кардиоваскулярной 
системы, изменение поступающей сенсорной информа-
ции, истощение костной ткани, потеря мышечной массы 
(Clément, Reschke, 2008; Blaber et al., 2010; Clément, 
Ngo-Anh, 2013; De la Torre, 2014). Многим из этих пато-
физиологических адаптаций невозможно противостоять 
в достаточной мере при помощи физических упражнений 
или пищевых добавок, что предполагает наличие дополни-
тельных молекулярных механизмов, ответственных за эти 
изменения. Для разработки высокоэффективных контрмер 
и предотвращения специфических «космических» забо-
леваний крайне важно понять механизмы, посредством 
которых состояние микрогравитации вызывает столько 
нарушений.

До сих пор наиболее заметные молекулярные эффекты 
микрогравитации были исследованы в клетках костной 
(Hughes-Fulford, 2002; Klein-Nulend et al., 2003; Оганов, 
Богомолов, 2009), мышечной (Оганов, Потапов, 2006; 
Atomi, 2015) и иммунной (Felix et al., 2004; Degan et al., 
2005; Nichols et al., 2006) систем. Животные и клеточные 
модели были изучены in vivo или in vitro во время косми-
ческих полетов и в условиях симулированной микрогра-
витации (в тесте подвешивания за хвост или специальных 
биореакторах). Были идентифицированы многие метабо-
лические и сигнальные пути, подверженные воздействию 
микрогравитации. Через эти пути микрогравитация 
влияет на различные клеточные функции, такие как про-
лиферация, дифференцировка, созревание и выживание. 
Однако стоит отметить, что по сравнению с костной 
и мышечной тканями молекулярные адаптации нервных 
клеток практически не исследованы. В течение полета 
и после него наблюдаются различные неврологические 
изменения, наиболее выраженными из которых являются: 
космическое двигательное расстройство (Space Motion 
Sickness, SMS), космический адаптационный синдром 
(Space Adaptation Syndrom, SAS), иллюзия положения 
тела, зрительные нарушения, нейромышечная усталость, 
слабость, нарушение равновесия и атаксия после возвра-
щения на Землю (Fujii, Patten, 1992). Процесс адаптации 
центральной нервной системы (ЦНС) к состоянию микро-
гравитации (как и любой процесс адаптации ЦНС) со-
провождается нейропластическими изменениям, которые 
являются краеугольным камнем функционирования мозга 
(Slenzka, 2003; De la Torre, 2014). Нейроморфологические 
исследования указывают на структурные изменения 
в различных областях мозга как взрослых, так и молодых 
животных, побывавших в невесомости (Krasnov, 1994; 
DeFelipe et al., 2002). Неполнота имеющихся данных 
оставляет открытым вопрос о том, как воздействие микро-
гравитации сказывается на процессах нейропластичности 
на молекулярном уровне. Исследования последних лет все 
больше концентрируются на экспрессии генов в клетках, 
культивируемых в условиях микрогравитации, однако 
большую важность имеют и данные, полученные in vivo. 
Важной вехой в космических исследованиях на живых 

Принятые сокращения
5-НТ – серотонин; 
ТПГ2 – триптофан гидроксилаза 2; 
5-НТТ – транспортер серотонина; 
рецептор 5-HT1А – рецептор серотонина подтипа 1А; 
рецептор 5-HT2А – рецептор серотонина подтипа 2А; 
рецептор 5-НТ3 – рецептор серотонина подтипа 3; 
МАО А – моноаминоксидаза; 
МАО В – моноаминоксидаза В; 
ДА – дофамин; 
ТН – тирозингидроксилаза; 
DAT – транспортер дофамина; 
СОМТ – катехол-О-метилтрансфераза; 
рецептор D1 – рецептор дофамина 1-го подтипа; 
рецептор D2 – рецептор дофамина 2-го подтипа; 
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) – нейротро-
фический фактор мозга; 
GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) – гли-
альный нейротрофический фактор; 
CDNF (cerebral dopamine neurotrophic factor) – дофа-
миновый нейротрофический фактор мозга; 
NGF (nerve growth factor) – фактор роста нервов; 
CNTF (ciliary neurotrophic factor) – цилиарный нейро-
трофический фактор; 
BAX (Bcl-2-associated X protein) – Bcl-2-ассоцииро-
ванный белок Х; 
Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) – очень крупный 
белок В-клеточной лимфомы; 
TrkB (tropomyosin receptor kinase B) – тропомиозина 
рецепторная киназа В; 
p75 (low-affin y nerve growth factor receptor) – низ-
коаффинный рецептор фактора роста нервов; 
ОТ – обратная транскрипция; 
ПЦР – полимеразная цепная реакция.

организмах стал недавний полет биоспутника «Бион-М1», 
в задачи которого входила в том числе и оценка эффектов 
длительного пребывания в условиях микрогравитации на 
экспрессию различных нейрогенов в головном мозге. Цель 
обзора – обобщить последние достижения в области ис-
следования экспрессии генов и белков в нервной системе 
в условиях микрогравитации. Особое внимание в обзоре 
уделено результатам проекта «Бион-М1».

Эффекты микрогравитации  
на экспрессию генов в нервной системе
Как и в случае с другими системами организма, адаптация 
нервной системы к состоянию невесомости изучается 
не только в ходе космических миссий на орбитальной 
станции и биоспутниках, но также и в наземных экс-
периментах, призванных смоделировать (хотя бы от-
части) состояние микрогравитации. Внутриклеточные 
эффекты исследуются в специальных системах ротаци-
онных клеточных культур (Rotary Cell Culture System, 
RCCS), содержащих сосуды с вращающимися стенками 
(Rotating-Wall Vessel, RWV), работа которых основана на 
процессе трехмерного клиностатирования (Blaber et al., 
2010). Особенность RWV состоит в том, что в процессе 
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вращения гравитационные векторы рандомизированы. 
Таким образом, из-за динамического равновесия, суще-
ствующего между гравитационной (Fg) и центробежной 
(Fc) силами и сопротивлением среды (Fd), клеточная масса 
постоянно остается в состоянии свободного падения, что 
и дает симуляцию микрогравитации (Unsworth, Lelkes, 
1998; Freed et al., 1999). Для моделирования микрогра-
витации на целых организмах используются два типа 
тестов: у крыс и мышей – подвешивание за хвост с вы-
свобождением задних конечностей (hind-limb unloading, 
HU), у человека – постельный режим в положении вниз 
головой (head-down bed rest) (Aubert et al., 2005; Delp, 
2008). Как следует из названий обоих тестов, в первом 
случае животное (обычно крыса или мышь) подвешивают 
за хвост или задние конечности, и таким образом дости-
гается состояние гравитационной разгрузки для задней 
части тела и перераспределение жидкости в организме 
(Morey-Holton, Globus, 1998; Basso et al., 2005), а во втором 
случае голова пациента расположена на шесть градусов 
ниже тела, что позволяет смоделировать приток жидкости 
к ней (Baisch et al., 2002; Trappe et al., 2006). Разумеется, 
оба теста имеют ограничения, так как на Земле и в око-
лоземном пространстве на ткани тела действуют разные 
гравитационные силы: в то время как на поверхности 
Земли гравитация сжимает тело, на орбите под воздей-
ствием реальной микрогравитации давление вокруг тела 
является отрицательным (Convertino et al., 1997; Regnard 
et al., 2001).

Использование трехмерного клиностатирования по-
казало, что глиальные клетки, пребывающие в такой 
среде в течение всего 30 мин, получают повреждения 
цитоскелета, выраженные в дезорганизации микрофила-
ментов (F-актин), промежуточных филаментов (вимен-
тин, GFAP) и микротрубочек (альфа-тубулин) (Uva et al., 
2002b). Эти данные хорошо согласуются с показанным 
ранее снижением уровня мРНК GFAP в гиппокампальных 
астроцитах крыс, побывавших в реальном космическом 
полете (Day et al., 1998), а также с выявленной позднее 
дисрегуляцией тубулина и миозина в гиппокампальных 
нейронах крыс, подвергнутых искусственной микро-
гравитации в HU модели (Sarkar et al., 2006). Отметим, 
что через 20 ч нахождения в условиях искусственной 
микрогравитации изменения в клетках были менее вы-
раженными, и это, вероятно, связано с завершившейся 
реорганизацией цитоскелета (Uva et al., 2002b). Также 
было показано, что через 30 мин вращения культуры 
клеток глиомы С6 в клиностате происходит конденса-
ция хроматина, а в цитоплазме появляется ка спаза-7, 
что свидетельствует о клеточном апо птозе в состоянии 
искусственной микрогравитации (Uva et al., 2002a). 
Однако через 32 ч вращения апоптотические процессы 
выражены относительно слабо. В то же время в культуре 
астроцитов наблюдаются не только схожие молекулярные 
изменения, но и гибель значительной части клеток (Uva et 
al., 2002c). Помимо апоптоза, в состоянии искусственной 
микрогравитации наблюдаются усиление оксидативно-
го стресса и ускоренное старение клеток (Wang et al., 
2009). Моделирование микрогравитации с помощью HU 
в течение 7 дней также показывает увеличение числа 
активных форм кислорода в стволе мозга и фронтальной 

коре мышей (Wise et al., 2005). В гипоталамусе мышей, 
подвергнутых HU, наблюдается уменьшение количества 
супероксиддисмутазы-2 и увеличение малатдегидроге-
назы и пероксиредоксина-6, что отражает ослабление 
антиоксидантной системы и оксидативный дисбаланс 
в данной структуре мозга (Sarkar et al., 2008). Вместе 
с этим во всех структурах мозга происходят активация 
транскрипционного фактора NF-kB и фосфорилирование 
митоген-активируемой протеинкиназы (МАРК) (Wise et 
al., 2005). Моделирование микрогравитации подвешива-
нием мышей за хвост выявило в гиппокампе существенное 
уменьшение количества β-синуклеина, который, действуя 
как молекулярный шаперон, препятствует ненормальной 
агрегации белков. Вероятно, поэтому в условиях микро-
гравитации может наблюдаться ненормальная белковая 
агрегация, приводящая к более сложному ответу в нерв-
ных клетках (Sarkar et al., 2006). 

Культивирование клеток в RWV биореакторе, по-
видимому, создает специфичные условия для ускоренной 
дифференцировки РС-12 клеток в нейроэндокринные, что 
выражается в формировании специфических органоидов 
и усилении экспрессии фенилэтаноламин-N-метилтранс-
феразы и белка быстрого реагирования с-fos (Lelkes et al., 
1998). Chen с коллегами (2011) сообщают, что культиви-
рование мезенхимальных клеток в состоянии искусствен-
ной микрогравитации усиливает их дифференцирование 
в нейроны. В полученных таким образом нейрональных 
клетках высоко экспрессированы ассоциированный 
с микротрубочками белок 2 (МАР-2), тирозингидроксила-
за, холин ацетилтрансфераза, а также нейротрофические 
факторы NGF, BDNF и CNTF (Chen et al., 2011). Отметим, 
что следов апоптоза в культивированных клетках выше-
указанные исследователи не обнаружили и даже предло-
жили свой метод дифференцировки в качестве хорошего 
источника получения нейронов для регенеративной ме-
дицины. В то же время Константинова с коллегами (2010) 
в своей работе показали, что с увеличением времени 
клиностатирования снижается темп дифференцировки 
эмбриональных стволовых клеток в нейрональные. Это 
было видно по уменьшению количества МАР2 (маркера 
поздней дифференцировки), в то время как уровень β-III 
тубулина (маркера ранней дифференцировки) оставался 
достаточно высоким в группе клеток, подвергнутых кли-
ностатированию (Константинова и др., 2010). Исходя из 
этого можно сделать вывод, что длительное нахождение 
эмбриональных стволовых клеток в неприкрепленном 
положении в состоянии искусственной микрогравитации, 
оказывающее на них неспецифические механические 
воздействия, задерживает процессы дифференцировки. 
В эксперименте «Строма-2» (в рамках миссии ISS 12S, 
30.03 – 08.04 2006 г.) при культивировании мезенхималь-
ных стволовых клеток в условиях реальной микрогра-
витации было отмечено угнетение пролиферативной 
активности клеток, а применение ДНК-микрочипов 
показало снижение экспрессии большого числа генов, от-
ветственных за регуляцию клеточного цикла (Monticone et 
al., 2010). Но вместе с этим применение ДНК-микрочипов 
выявило активацию большого числа генов-маркеров 
нейрональной дифференцировки, а также генов, отве-
чающих за синаптогенез и передачу нервного импульса. 
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Таким образом, на основе данных, полученных в усло-
виях реальной (Monticone et al., 2010) и искусственной 
(Chen et al., 2011) микрогравитации, можно заключить, 
что это специфическое состояние определенным образом 
усиливает процесс нейрональной дифференцировки при 
общем ослаблении пролиферативной и дифференциаль-
ной активности клеток. 

Современные исследования, направленные на изучение 
экспрессии генов в мозге животных, побывавших в со-
стоянии настоящей микрогравитации, единичны. В ра бо-
те Santucci с коллегами (2012) исследовано воздействие 
91-дневного космического полета на экспрессию самых
разнообразных генов и белков в мозге мышей С57BL / 10J
дикого типа и трансгенных животных со сверхэкспрессией
плеотрофина (гепарин-связанного митогена мозга). Вы-
явлены тенденция к снижению экспрессии NGF в гиппо-
кампе и коре мышей дикого типа из «полетной» группы,
а также подавление экспрессии ряда генов, имеющих
отношение к метаболическим и каталитическим процес-
сам и оксидоредуктазной активности. Также выявлено,
что в ходе космического полета экспрессия 28 белков
была повышена. Эти белки участвуют в метаболиче-
ских процессах, протекающих в митохондриях, синтезе
и гидролизе АТФ, метаболизме кальция / кальмодулина
и транспорте белков и / или аминокислот (Santucci et al.,
2012). К сожалению, все данные получены на крайне
ограниченной выборке животных. В ходе полета в живых
остались только одна мышь дикого типа и два трансген-
ных животных, что делает практически невозможными
правильные интерпретацию и экстраполяцию полученных
результатов.

Как уже отмечено выше, подвешивание животных за 
хвост является распространенной моделью микрогра-
витации, доказавшей свою релевантность в отношении 
костной, мышечной, кровеносной и прочих систем орга-
низма. Однако попытка по возможности более целостно 
рассмотреть экспрессию различных генов в мозге HU 
животных была предпринята только в работе Frigeri 
с коллегами (2008). При помощи ДНК микрочипов им 
удалось оценить уровень экспрессии примерно 4 800 ге-
нов в мозге животных, подвешенных за хвост в течение 
2 нед. Из 4 749 генов значительно изменилась экспрессия 
у 592. Из них у 258 генов (43,5 %) экспрессия снизилась, 
а у 334 (56,5 %) – повысилась. Среди генов, экспрессия 
которых повысилась, выделяется Grin1, кодирующий пер-
вую (и наиболее важную) субъединицу NMDA-рецептора 
(ионотропного рецептора глутамата). Поскольку NMDA-
рецепторы вовлечены в процессы памяти, авторы ис-
следования считают, что их сенситизация может усилить 
способность к обучению. Среди генов с пониженной экс-
прессией интересен Itga3, кодирующий альфа3 субъеди-
ницу трансмембранного гетеродимерного (α, β) комплекса. 
Являясь представителями семейства интегринов, молекул 
клеточной адгезии, они действуют и как усилители переда-
чи возбуждающего сигнала в гиппокампальных синапсах, 
модулируя активность обоих АМРА-типов МDAR глута-
матных рецепторов (Kramar et al., 2003). Также отмечено 
усиление экспрессии генов vdac1 и vdac3, кодирующих 
потенциал-зависимые анионные каналы (VDAC), которые 
локализованы на внешней мембране митохондрий и при-

нимают участие в процессе апоптоза (Elinder et al., 2005). 
Кроме того, выявлено изменение экспрессии генов Scnn1b, 
Cacnb3, Kcnc4, Kcnq2, кодирующих субъединицы натри-
евого, кальциевого и калиевого каналов соответственно. 
Авторы статьи, однако, не исключают, что выявленные 
ими изменения являются не эффектами искусственной 
микрогравитации, а следствием отсутствия движений или 
стресса, влияющих на функционирование ЦНС (Frigeri 
et al., 2008). 

Эффект космического полета  
на экспрессию нейрогенов в мозге мышей
С 19 апреля по 19 мая 2013 г. состоялся полет биоспутника 
«Бион-М1». Впервые в практике отечественной биологии 
и физиологии для длительного полетного эксперимента 
были выбраны самцы мышей линии С57Bl / 6N, что поз-
волило сделать акцент на молекулярно-биологических ис-
следованиях. Важной частью проекта было исследование 
реакции нервной системы на длительное пребывание в ус-
ловиях микрогравитации. С подробным описанием схемы 
эксперимента можно ознакомиться в работах: Сычёв с кол-
легами (2014), Андреев-Андриевский с коллегами (2014), 
Andreev-Andrievskiy с коллегами (2015). Полетная группа 
мышей (всего 45 особей) пребывала в состоянии микро-
гравитации в течение 30 сут, в то время как на Земле в ви-
варии для контроля содержали интактных животных. По 
возвращении мышей на Землю у 6 особей были извлечены 
фронтальная и зрительная кора, гиппокамп, гипоталамус, 
стриатум, черная субстанция и область ядер шва среднего 
мозга для дальнейшего исследования экспрессии нейро-
генов в лаборатории нейрогеномики поведения ИЦиГ 
СО РАН. Экспрессия генов исследована нами с помощью 
метода количественного ОТ-ПЦР в реальном времени. Для 
того чтобы отделить эффект микрогравитации от эффекта 
стресса на экспрессию исследуемых генов, была прове-
дена специальная серия экспериментов на семи мышах, 
которых содержали в течение одного месяца в таких же 
капсулах, как и использованных в космическом полете, но 
в условиях гравитации (наземный кабинный контроль). 
Группа интактных мышей была использована в качестве 
дополнительного контроля для мышей кабинной кон-
трольной группы (Andreev-Andrievskiy et al., 2015).

Серотониновая система ответила на длительный косми-
ческий полет снижением экспрессии генов, кодирующих 
5-НТ2А рецептор в гипоталамусе и фермент катаболизма
серотонина МАО А во фронтальной коре (Popova et al.,
2014). Однако можно признать, что космический полет
оказал ограниченный эффект на генетический контроль
5-НТ системы. Не выявлены изменения в экспрессии ге-
нов, кодирующих основные регуляторы функциональной 
активности 5-НТ системы: ТПГ-2, 5-НТТ и 5-НТ1А рецеп-
торы. ТПГ-2 является ключевым и единственным специ-
фическим ферментом биосинтеза 5-НТ в мозге, а 5-НТ1А 
рецептор занимает центральное место в ауторегуляции 
5-НТ системы (Popova, Naumenko, 2013). Космический
полет также не привел к каким-либо существенным из-
менениям экспрессии 5-НТ3 рецепторов. 

МАО А катализирует оксидативное дезаминирование 
5-НТ (и частично ДА) и является основным ферментом
его деградации. Исследование экспрессии гена МАО А
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у мышей наземного кабинного контроля позволило вы-
явить, что снижение экспрессии МАО А во фронтальной 
коре является эффектом микрогравитации, а не условий 
содержания. Вероятно, ослабление процессов катаболизма 
5-НТ во фронтальной коре могло привести к накоплению
нейромедиатора в данной проекционной области с потен-
циальными эффектами на поведение животных.

До этого момента все исследования 5-НТ системы 
в условиях микрогравитации были ограничены гипотала-
мической областью. Уровень 5-НТ и активность фермента 
моноаминоксидазы были определены в гипоталамусе 
крыс после 19,5 сут космического полета на борту био-
спутников «Космос 782» и «Космос 936» (Kvetnansky et 
al., 1983). Никаких существенных изменений в уровне 
серотонина или активности моноаминоксидазы выявле-
но не было. В космическом эксперименте биоспутника 
«Космос 1129» была исследована концентрация 5-НТ 
в изолированных ядрах из гипоталамуса крысы после 
18,5 сут космического полета. В большинстве гипота-
ламических ядер концентрация 5-НТ была неизменной, 
но в супраоптических ядрах было выявлено повыше-
ние, а в паравентрикулярных – снижение концентрации 
(Culman et al., 1985). Было высказано предположение, 
что длительный космический полет и микрогравитация 
не являются стрессогенными факторами по отношению 
к 5-НТ системе в гипоталамусе. Однако новые данные 
заставляют пересмотреть эту точку зрения.

Нами выявлено снижение экспрессии 5-НТ2А рецепто-
ров в гипоталамусе (Popova et al., 2014). Функциональное 
значение этого эффекта космического полета не вполне 
ясно, но, принимая во внимание участие 5-НТ2А рецепто-
ров в регуляции большого числа физиологических функ-
ций, включая сон, мышление и память, любое изменение 
в генетической регуляции данных рецепторов может 
иметь существенные последствия. Известно, что 5-НТ2А 
рецепторы способны модулировать секрецию окситоцина 
и кортиколиберина, так как расположены на телах клеток, 
синтезирующих эти гормоны, в паравентрикулярном 
ядре гипоталамуса (Van de Kar et al., 2001). Активация 
5-НТ2А рецепторов усиливает секрецию всех гормонов,
классифицируемых как «стрессовые» (Zhang et al., 2002;
Demjanoska et al., 2004). А так как паравентрикулярное
ядро гипоталамуса играет ключевую роль в адаптивном
ответе на стрессорные факторы, снижение экспрессии
5-НТ2А рецепторов можно рассматривать как дезадаптив-
ную реакцию, понижающую эффективность стрессового
ответа. Подтверждением этого служат выраженные мор-
фологические и функциональные изменения гипоталами-
ческих ядер после космического полета (Krasnov, 1994).
Участие 5-НТ2А рецепторов в нейроэндокринном ответе 
на стресс предполагает, что снижение экспрессии данных 
рецепторов в условиях микрогравитации создает уязви-
мость гипоталамуса, что также согласуется с концепцией 
развития гипонорадренергического синдрома в условиях 
микрогравитации (Krasnov, 1991). 

Говоря о гипоталамусе, нельзя не упомянуть выявлен-
ное у мышей полетной группы понижение уровня мРНК 
гена, кодирующего антиапоптотический белок Bcl-XL 
(один из основных членов Bcl-2 семейства). Одновре-
менно с этим повышение уровня мРНК Bcl-XL было 

обнаружено в гиппокампе (Naumenko et al., 2015). В нем 
была повышена и экспрессия мРНК гена, кодирующего 
основной проапоптотический белок ВАХ, но в то же время 
в группе кабинного контроля наблюдалось незначительное 
(но статистически значимое) снижение экспрессии мРНК 
данного гена (Naumenko et al., 2015). Вероятно, экспрессия 
ВАХ более подвержена воздействию средового стресса, 
чем эффектам, вызванным непосредственно состояни-
ем микрогравитации. Литературные данные о влиянии 
микрогравитации на систему апоптотических белков 
противоречивы. Во всех работах по этой тематике иссле-
довано воздействие искусственной микрогравитации, не 
рассматривались нейрональные клетки, а вместо Bcl-XL 
исследован белок Bcl-2. В одной работе никаких эффектов 
микрогравитации на систему ВАХ / Bcl-2 выявлено не 
было (Rucci et al., 2002). В другом исследовании показано 
повышение уровня ВАХ и снижение уровня Bcl-2 в клет-
ках карциномы (Kossmehl et al., 2003). В работе Nakamura 
с коллегами (2003) искусственная микрогравитация вы-
звала повышение соотношения ВАХ / Bcl-2 в остеобластах 
человека. Также показано, что воздействие искусственной 
микрогравитации повышает уровень как ВАХ, так и Bcl-2 
в эндотелиальных клетках человека (Infanger et al., 2007). 
Но в то же время показано, что в пульмонарных микрова-
скулярных эндотелиальных клетках микрогравитация, на-
против, повышает экспрессию ВАХ и снижает экспрессию 
Bcl-2 (Kang et al., 2011). В целом можно заключить, что 
микрогравитация (даже искусственная) активирует белки 
системы апоптоза. Ранее мы уже отметили некоторые 
свидетельства в пользу усиления апоптоза в культуре ней-
рональных клеток, поэтому предполагаем, что усиление 
экспрессии Bcl-XL, вероятно, является компенсаторным, 
направленным на ослабление апоптоза, который может 
иметь место в гиппокампе и гипоталамусе. 

Интересные изменения были выявлены в экспрессии 
генов ДА системы (Popova et al., 2014). Эта система, по-
мимо известной роли фактора внутреннего подкрепления, 
занимает одно из важнейших мест в регуляции моторной 
функции, тонуса мышц, осуществлении статокинетиче-
ской функции, координации мелких и точечных движе-
ний (Grace, 2002). За двигательный контроль отвечает 
нигростриатальная ДА система, состоящая из черной 
субстанции (в которой расположены тела ДА нейронов) 
и стриатума, где находятся ДА терминали (Grace, 2002). 
Нами было обнаружено, что космический полет приво-
дит к существенному снижению в черной субстанции 
экспрессии ТН – основного фермента синтеза дофамина. 
Вместе с этим снижается и экспрессия в стриатуме одного 
из основных ферментов катаболизма дофамина – СОМТ. 
Также отмечено снижение в стриатуме и гипоталамусе 
экспрессии дофаминового D1 рецептора. Один из основ-
ных эффектов микрогравитации связан с механическими 
и проприоцептивными изменениями в процессе выпол-
нения действий, приводящими к разрушению привычных 
взаимодействий между эфферентными и афферентными 
сигналами (Clément, Reschke, 2008). Другими словами, 
первичный двигательный дефицит в результате снижения 
уровня афферентных сигналов к соматосенсорной системе 
и двигательным путям является функцией адаптации, свя-
занной с длительным пребыванием в условиях микрогра-
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витации (Clément, Reschke, 2008; Clément, Ngo-Anh, 2013). 
Таким образом, полученные данные свидетельствуют 
о снижении генетического контроля нигростриатальной 
дофаминовой системы, вероятно, вызванном уменьшени-
ем афферентного входа при состоянии микрогравитации.

Были исследованы эффекты длительного космическо-
го полета на экспрессию нейротрофических факторов 
GDNF и CDNF. Нами выявлено, что у мышей полетной 
группы снижен уровень мРНК гена GDNF в стриатуме 
и гипоталамусе, но в то же время существенно повышен 
во фронтальной коре и области ядер шва среднего мозга 
(Tsybko et al., 2015). Экспрессия мРНК гена CDNF также 
изменилась: существенно снизилась в черной субстан-
ции и повысилась в ядрах шва (Tsybko et al., 2015). Оба 
указанных нейротрофических фактора играют важную 
роль в функционировании ДА системы мозга. GDNF 
синтезируется в стриатальных нейронах и необходим 
для роста, защиты и поддержания нигростриатальных 
ДА нейронов (Andressoo, Saarma, 2008; Saavedra et al., 
2008). GDNF необходим для зрелых ДА нейронов, по-
скольку подавление активности этого трофического 
фактора приводит к их массовой гибели (Pascual et al., 
2008). Нейротрофический фактор CDNF был открыт 
сравнительно недавно (Lindholm et al., 2007), но уже до-
казана его важная роль в созревании, росте и защите ДА 
нейронов (Lindholm, Saarma, 2010; Airavaara et al., 2012; 
Cordero-Llana et al., 2015). У мышей полетной группы 
снижение экспрессии GDNF и CDNF в нигростриаталь-
ной системе хорошо согласуется с данными о снижении 
экспрессии генов ДА системы. В свою очередь, ДА яв-
ляется одним из регуляторов GDNF и, вероятно, CDNF 
(Saavedra et al., 2008; Lindholm, Saarma, 2010), поэтому 
снижение функции ДА системы может быть причиной 
снижения экспрессии GDNF и CDNF. Также свой вклад 
вносит снижение афферентной активности ДА нейронов 
в условиях недостаточной активации черной субстанции. 
Афферентная активность регулирует экспрессию нейро-
трофических факторов (Hughes et al., 1999). Существует 
ряд свидетельств того, что отсутствие афферентной 
активности в разрушенных ДА нейронах подавляет экс-
прессию GDNF (Saavedra et al., 2008). Хорошо известно, 
что дефицит GDNF провоцирует у животных состояние, 
сходное с болезнью Паркинсона (Pascual et al., 2011). По-
этому тот факт, что в ходе космического полета снижается 
экспрессия не только основных генов ДА системы, но 
и генов нейротрофических факторов, участвующих в ее 
поддержании, может иметь весьма серьезные последствия 
при длительном пребывании в состоянии микрогравита-
ции. Наблюдавшееся нами повышение экспрессии GDNF 
и CDNF во фронтальной коре и области ядер шва можно 
рассматривать как компенсаторное, направленные на об-
легчение негативных эффектов нахождения в состоянии 
микрогравитации. 

Иначе обстоит дело с другим известным нейротрофи-
ческим фактором, BDNF. Длительное пребывание в ус-
ловиях реальной микрогравитации не оказало эффекта на 
экспрессию BDNF и его рецепторов TrkB и p75 (Naumenko 
et al., 2015), что совпадает с данными Santucci с коллегами 
(2012). Тот факт, что во время космического полета экс-
прессия BDNF не подавляется и не активизируется, может 

быть как-то связан с нарушением синаптогенеза и морфо-
логии синапсов, выявленным у животных, побывавших 
в космическом полете (Krasnov, 1994; DeFelipe et al., 2002). 

Результаты, полученные в рамках проекта «Бион-М1», 
в очередной раз показали важность проведения исследова-
ний на животных для понимания влияния условий микро-
гравитации на организм человека. Однако сложность 
выполнения программ экспериментальных исследований 
на животных в космическом полете ограничивает частоту 
их проведения. Данные, полученные при моделировании 
микрогравитации в наземных исследованиях, будь то 
RWV биореактор или НU модель, зачастую расходятся 
с теми результатами, которые получают при исследовании 
животных в космическом полете. Так, целенаправленное 
сравнение подвешенных за хвост крыс с крысами, побы-
вавшими в космическом полете в проекте «Космос 2044», 
выявило схожесть эффектов в мышечной, скелетной, 
кардиоваскулярной и иммунной системах, однако специ-
фичные изменения в мотонейронах наблюдались только 
у крыс полетной группы (Morey-Holton et al., 2005). К со-
жалению, сравнение эффектов в ЦНС в проекте «Космос 
2044» не проводили, но сейчас мы имеем возможность 
сравнить данные проекта «Бион-М1» с исследованием 
Frigeri с коллегами  (2008). Обращает на себя внимание 
то, что изменение экспрессии нейрогенов 5-НТ и ДА 
систем, системы апоптоза и нейротрофических факторов 
наблюдается только у мышей, побывавших в условиях 
реальной, но не искусственной микрогравитации. Стоит 
признать, что релевантность НU модели в отношении 
центральной нервной системы недостаточна, поскольку 
данная модель не только не учитывает, но и в принципе 
не способна воспроизвести особые адаптивные изменения 
в головном мозге, происходящие в состоянии микрогра-
витации. Сенсомоторная адаптация к отсутствию такой 
фундаментальной силы, как гравитация, должна включать 
мультимодальную реорганизацию, перегруппировку или 
перекалибровку нейронов и нейронных сетей (Clément, 
Ngo-Anh, 2013). Ответ на вопрос, как мозг адаптируется 
к состоянию микрогравитации, находится в ведении ин-
тегративной физиологии, но ответить на него невозможно 
без данных генетики, биохимии и молекулярной биологии, 
полученных на животных, находившихся в реальном 
космическом полете. Равно как и понимание некоторых 
молекулярных изменений в мозге при микрогравитации 
невозможно без применения базовых нейрофизиологи-
ческих принципов. 
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Brain serotonin (5-HT) is known to be involved 
in the control of a wide range of physiological 
functions as well as of different kinds of behavior. 
Such polyfunctionality of 5-HT is mediated by 
numerous 5-HT receptors. Currently, 14 different 
5-HT receptor subtypes expressed in the mammals 
have been identifie . The 5-HT1А receptor is one 
of the most extensively characterised members 
of the serotonin receptor family. Increased interest 
to the 5-HT1А receptor is based on (1) a key role 
in the autoregulation of the brain serotonergic 
system due to the postsynaptic and presynaptic 
localization, (2) a great body of data demonstrating 
implication of 5-HT1А receptor in the control of various 
physiological functions (3) involvement of 5-HT1А 
receptors in the mechanisms of depression, anxiety 
and suicide. The review describes literature and 
original data on factors affecting the expression 
and functional activity of 5-HT1А receptors and 
the involvement of 5-HT1А receptors in the regulation 
of normal and pathological behavior. The structure 
of the 5-HT1А receptor gene is described and new data 
on the posttranslational regulation of 5-HT1А receptor 
functional activity are provided. A special focus was 
given to the interaction between 5-HT1А and 5-HT7 
receptors followed by heterodimer formation and 
the role of heterodimerization in the functional 
inactivation of the 5-HT1А receptor. The implication 
of 5-HT1А receptors in the regulation of aggressive 
behavior, catalepsy, anxiety, depression and hiber-
nation was shown. Special attention is focused 
on the involvement of 5-HT1А receptors in the regu-
la tion of 1) fear-induced aggression towards man – 

Нейромедиатор мозга серотонин регулирует различные формы 
как нормального, так и патологического поведения, действуя 
на 14 типов серотониновых (5-НТ) рецепторов. Все 5-НТ рецеп-
торы, за исключением 5-НТ3, представляющего ионный канал 
(ионотропный рецептор), принадлежат к суперсемейству метабо-
тропных рецепторов, сопряженных с G-белками. Каждый из 
типов и подтипов рецепторов характеризуется уникальным 
контролирующим геном, спектром сродства к разнообразным 
агонистам и антагонистам серотонина, специфическим распре-
делением в мозге и рядом регулируемых функций. Среди этого 
многообразия 5-НТ рецепторов особый интерес вызывает 
эволюционно наиболее древний 5-НТ1А рецептор, играющий 
ключевую роль в ауторегуляции серотониновой системы мозга. 
Эта роль 5-НТ1А рецепторов обусловлена особенностями их 
локализации (пост- или пресинаптически на 5-НТ нейронах), 
в зависимости от кото рой они могут оказывать прямо противо по-
ложное действие на функциональную активность 5-НТ системы. 
Обзор посвящен данным литературы и результатам, полученным 
авторами, о факторах, регулирующих экспрессию и функцио наль-
ную активность 5-НТ1А рецепторов, и их влиянии на поведение. 
Описана структура гена 5-НТ1А рецептора, приведены новейшие 
данные о посттрансляционной регуляции активности 5-НТ1А 
рецепторов и взаимодействии 5-НТ рецепторов. Особое внима ние 
уделено роли гетеромеризации 5-НТ1А рецептора при его взаимо-
действии с 5-НТ7 серотониновым рецептором с образованием 
гетеродимера и функциональной инактивации 5-НТ1А рецептора. 
Показано участие 5-НТ1А рецепторов в регуляции агрессивного 
поведения, каталепсии, тревожности, депрессии и уникальной 
природной адаптации – зимней спячки. Особое внимание уделено 
участию этих рецепторов в регуляции 1) вызванной страхом 
защитно-оборонительной агрессии по отношению к человеку – 
основы процесса доместикации; 2) межсамцовой (intermale) 
агрессии по отношению к сопернику (конкуренту), приводящей 
к установлению отношения доминант – субординант в сообществе 
животных и лежащей в основе асоциального поведения 
человека; 3) механизмов депрессии и действия клинически 
эффективных антидепрессантов группы ингибиторов обратного 
захвата серотонина. Выдвинута гипотеза о роли 5-НТ1А / 5-НТ7 
гетеродимеризации в механизме действия антидепрессантов.

Ключевые слова: серотонин; 5-НТ1А рецептор; 5-НТ7 рецептор; 
взаимодействие серотониновых рецепторов; тревожность; 
депрессивное поведение; агрессивное поведение; реакция 
замирания; зимняя спячка.
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the basis of domestication, 2) intermale aggression 
underling asocial behavior in men, 3) depression 
and in the mechanism of antidepressant action. 
The described data extend the idea on the 5-HT1А 
receptor as a key player in the brain 5-HT system.

Key words: serotonin; 5-HT1А receptor; 5-HT7 
receptor; serotonin receptors interaction; anxiety; 
depressive behavior; aggressive behavior; 
catalepsy; hibernation.
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Прошло более полувека с тех пор, как в мозге мле-
копитающих была обнаружена система нейронов, 
в которых синтезируется и осуществляет передачу 

нервного импульса биогенный амин серотонин (5-гидрок-
ситриптамин, 5-HT). За это время накоплено огромное 
число данных, свидетельствующих о вовлечении этого 
медиатора в регуляцию многочисленных функций ЦНС, 
таких как терморегуляция, центральная регуляция се-
креции эндокринных желез, реакция на стресс, аппетит 
и жажда. Кроме того, 5-НТ контролирует выраженность 
многих форм как нормального, так и патологического 
поведения.

Поразительная полифункциональность серотонина 
обусловлена, прежде всего, наличием многочисленных 
рецепторов, опосредующих воздействие этого медиатора 
на нейроны (Saudou, Hen, 1994; Попова, Науменко, 2010). 
К настоящему времени с помощью молекулярно-биоло-
гических методов выявлено и клонировано 14 различных 
типов генов и контролируемых ими серотонергических 
(5-НТ) рецепторов, экспрессирующихся в мозге млеко-
питающих. Классификация 5-НТ рецепторов основана на 
трех принципах: 1) особенностях первичной структуры; 
2) механизмах трансдукции сигнала и 3) фармакологи-
ческом профиле (селективные агонисты и антагонисты
рецептора) (Humphrey et al., 1993; Humphrey, Barnard,
1998). По этим принципам 5-НТ рецепторы классифици-
рованы в 7 основных типов и 7 подтипов (Saudou, Hen,
1994; Barnes, Sharp, 1999).

Большинство 5-НТ рецепторов принадлежат к суперсе-
мейству рецепторов, сопряженных с G-белками. Каждый 
из них представляет собой полипептидную цепь, содер-
жащую семь трансмембранных доменов, образующих 
совместно с внеклеточными петлями и N-концом участок 
связывания медиатора. Третья цитоплазматическая петля 
и С-конец осуществляют сопряжение с G-белком. При 
связывании медиатора происходит изменение конфор-
мации рецептора, приводящее к диссоциации G-белка на 
β-, γ- и α-субъединицы. Эти субъединицы обладают ка-
талитической активностью, благодаря которой способны 
изменять внутриклеточные процессы (Saudou, Hen, 1994; 
Gerhardt, van Heerikhuizen, 1997; Barnes, Sharp, 1999).

Каждый из типов и подтипов рецепторов характери-
зуется уникальным контролирующим геном, спектром 

сродства к разнообразным агонистам и антагонистам се-
ротонина, специфическим распределением в мозге и опре-
деленным спектром функций, которые он регулирует.

Среди такого разнообразия серотониновых рецепторов 
привлекает внимание 5-НТ1А подтип. Это обусловлено ря-
дом причин, основными из которых являются: 1) ключевая 
роль в ауторегуляции 5-HT системы в мозге (Barnes, Sharp, 
1999; Blier, Ward, 2003; Popova, Naumenko, 2013). 5-НТ1А 
рецепторы отличаются от других видов 5-НТ рецепторов 
тем, что они локализованы как пост-, так и пресинапти-
чески на 5-НТ нейронах, и в зависимости от локализации 
могут оказывать прямо противоположное действие; 2) экс-
периментальные данные о вовлечении 5-НТ1А рецепторов 
в регуляцию разнообразных форм как нормального, так 
и патологического поведения; 3) многочисленные данные 
об участии 5-НТ1А рецепторов в механизме патологиче-
ской тревожности и депрессии (Fuller, 1991; Heisler et al., 
1998; Ramboz et al., 1998; Overstreet et al., 2003; Kaufman et 
al., 2015), подтвержденные клинической эффективностью 
агонистов 5-НТ1А рецепторов как анксиолитиков и анти-
депрессантов (Robinson et al., 1989; Rakel, 1990; De Vry, 
1995); 4) наличие селективных агонистов и антагонистов 
5-НТ1А рецепторов.

Из-за многообразия функций 5-НТ1А рецепторов встает
вопрос об  их генетической и посттранляционной регу-
ляции, связи предрасположенности к патологическому 
поведению с особенностями генетического контроля, 
плотности и функциональной активности этих рецепто-
ров. В этом обзоре будут обсуждены данные литературы 
и собственных исследований, касающиеся генетических 
подходов к исследованию 5-НТ1А рецепторов и их участия 
в регуляции поведения.

5-НТ1А серотониновый рецептор
5-НТ1А рецептор является эволюционно одним из самых
древних. Считается, что он образовался около 800 млн.
лет назад, задолго до появления позвоночных животных
(Peroutka, Howell, 1994). Он обнаружен у насекомых
(Dacks et al., 2006), плоских червей (Creti et al., 1992),
круглоротых (Hill et al., 2003) и всех классов позвоночных
животных.

5-НТ1А подтип относится к группе рецепторов 5-НТ1
типа, которая также включает в себя 5-НТ1А, 5-HT1B, 
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5-HT1D, 5-HT1E и 5-HT1F подтипы, проявляющие от 40
до 63 % структурной гомологии с 5-НТ1А рецептором
(Barnes, Sharp, 1999). Рецепторы 5-НТ1 типа сопряжены
с Gi-белком и при активации ингибируют аденилат-
циклазу – фермент, катализирующий превращение АТФ
в цАМФ, что является сигналом для активации цАМФ-
зависимых протеинкиназ, которые в свою очередь активи-
руют различные белки (в том числе факторы транскрип-
ции). Кроме того, активация 5-НТ1 рецепторов приводит 
к открытию К+ каналов и  гиперполяризации мембраны. 
Имеются данные о том, что активация рецептора 1А под-
типа в культурах клеток может приводить к активации 
фосфолипазы С (Albert et al., 1999). 

Рецепторы 5-НТ1А подтипа широко представлены 
в центральной нервной системе, в особенности в миндале-
видном комплексе, гиппокампе, перегородке и ядрах шва 
среднего мозга. Наивысший уровень мРНК и наибольшая 
плотность 5-НТ1А рецепторов обнаружены в гиппокампе 
(Barnes, Sharp, 1999). В ядрах шва 5-НТ1А рецепторы 
выступают в роли соматодендритных ауторецепторов, 
ингибируя нейрональную активность и секрецию 5-НТ 
в синаптическую щель (Aghajanian, 1995). 5-НТ1А рецеп-
торы, локализованные постсинаптически, в том числе 
и на несеротонергических нейронах, действуют характер-
ным для активации 5-НТ системы образом, в том числе 
модулируя выделение других нейротрансмиттеров (Zifa, 
Fillion, 1992).

Структура гена и факторы, влияющие 
на экспрессию и функциональную активность 
5-НТ1А рецептора
5-НТ1А рецептор оказался первым серотониновым рецеп-
тором, ген которого был идентифицирован. Это произошло
почти 30 лет назад при скрининге геномной библиотеки
человека с целью поиска гомологов β2-адренергического
рецептора (Kobilka et al., 1987). Гибридизация в условиях
низкой селективности выявила ген, демонстрирующий
43 % гомологии с геном β2-адренергического рецептора
человека. Вскоре было доказано, что ген G21 кодирует
5-НТ1А рецептор (Fargin et al., 1988). Позже гомологич-
ные гены были клонированы у крысы (Albert et al., 1990)
и мыши (Charest et al., 1993). Показано, что ген 5-НТ1А ре-
цептора локализован на 5-й хромосоме человека (Kobilka 
et al., 1987) и 13-й хромосоме мыши (Oakey et al., 1991). 

5-НТ1А рецептор представляет собой полипептидную
цепь, образующую семь трансмембранных доменов и со-
стоящую из 422 аминокислотных остатков у крысы и 421 – 
у человека (Fargin et al., 1988; Zifa, Fillion, 1992). Этот 
рецептор характеризуется коротким внутриклеточным 
С-концом и длинной третьей внутриклеточной петлей, на 
которой локализован сайт фосфорилирования протеинки-
назой С. Была показана связь между фосфорилированием 
и десенситизацией рецептора (Raymond, 1991), что дало 
основание полагать, что функция 5-НТ1А рецепторов 
находится под контролем 5-НТ2 рецепторов, вторичным 
посредником которых является протеинкиназа С (Zifa, 
Fillion, 1992; Zhang et al., 2001). Кроме того, в третьей 
цитоплазматической петле имеются два сайта связывания 
с кальмодулином, связывание которого является сигналом 

для интернализации рецептора (Turner et al., 2004). Еще 
одной особенностью структуры рецептора А подтипа 
является наличие «лейциновых застежек» (leucine zip-
per), посредством которых, возможно, осуществляются 
белок-белковые взаимодействия между 5-НТ1А и 5-НТ2 
рецепторами (Zifa, Fillion, 1992). Все эти особенности 
структуры 5-НТ1А рецептора приоткрывают возможные 
пути воздействия на его экспрессию, в том числе другими 
5-НТ рецепторами.

Факторы, влияющие на экспрессию рецептора, могут,
по-видимому, действовать и на уровне транскрипции. 
В 1999 году была описана структура промотора гена 
5-НТ1А рецептора (Storring et al., 1999). Было показано,
что основной сайт инициации транскрипции локализо-
ван в положении –967 п. н. от стартового кодона AUG.
У крыс этот сайт ассоциирован с выше расположенными
TATA-боксами, однако у мышей TATA-боксы отсутству-
ют. Принимая во внимание сходство этих животных
в экспрессии рецептора и ее регуляции, авторы предпо-
ложили, что TATA-боксы не играют существенной роли в
регуляции транскрипции гена 5-НТ1А рецептора (Storring 
et al., 1999). Кроме того, в промоторе было обнаружено 
наличие селективного энхансера (enhancer) (между –426 
и –117 п. н.), неселективного (между –1519 и –426 п. н.) 
и сильного селективного сайленсера (silencer) (между 
–1590 и –1519 п. н.) (Storring et al., 1999; Ou et al., 2000).
Из этих элементов наиболее интересным является сайлен-
сер, поскольку в случае его делеции транскрипция гена
усиливается более чем в 10 раз. Поэтому было предпо-
ложено, что регуляция экспрессии гена 5-НТ1А рецепто-
ра на уровне транскрипции осуществляется, вероятно, 
в основном за счет репрессии (Ou et al., 2000). Таким об-
разом, наряду с генетическим контролем интенсивности 
синтеза 5-HT1А рецепторов существуют и другие уровни 
регуляции их функциональной активности. 

Имеются сведения о негативной регуляции транскрип-
ции гена 5-НТ1А рецептора глюко- и минералокортикои-
дами, которые могут действовать, по-видимому, двумя 
путями: а) путем связывания глюкокортикоидами (но не 
минералокортикоидами) определенных последователь-
ностей ДНК (NF-kB: nuclear factor-kappa B), оказываю-
щих в свободном состоянии активирующее влияние на 
транскрипцию гена 5-НТ1А рецептора (NF-kB-зависимый 
механизм) (Wissink et al., 2000); б) гетеродимеризацией 
как глюко-, так и минералокортикоидных рецепторов на 
специфических элементах nMRE / GRE (negative Mineralo-
corticoid Response Element / Glucocorticoid Response Ele-
ment) в промоторе гена 5-НТ1А рецептора (Ou et al., 2001). 

В последние годы к выявленным ранее механизмам 
регуляции 5-НТ1А рецептора добавлены новые, связанные 
с олигомеризацией и взаимодействием 5-НТ рецепторов. 
Было установлено, что 5-НТ1А рецептор существует в моз-
ге в нескольких формах: как 5-НТ1А мономер, 5-НТ1А / 
5-НТ1А гомодимер и гетеродимер, связанный с другими ре-
цепторами (Woehler et al., 2009; Kobe et al., 2012; Renner et
al., 2012). Новые данные о роли димеризации в регуляции 
функциональной активности 5-НТ1А рецептора получены 
при изучении взаимодействия 5-НТ1А и 5-НТ7 рецепторов 
(Renner et al., 2012; Popova, Naumenko, 2013; Naumenko 
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et al., 2014). Оказалось, что гетеродимер 5-НТ1А / 5-НТ7, 
не оказывая влияния на функциональные свойства 5-НТ7 
рецептора, модулирует два основных фактора десенсити-
зации 5-НТ1А рецепторов: ослабляет их функциональную 
активность и увеличивает интенсивность интернализации. 
Таким образом, ключевой регулятор 5-НТ системы моз-
га, 5-НТ1А рецептор, сам зависит от 5-НТ7 рецепторов, 
которые, образуя с ним димерные комплексы, ведут 
к функциональной инактивации. Это совершенно новая 
и важнейшая роль 5-НТ7 рецептора и его взаимодействия 
(cross-talk) с 5-НТ1A рецептором позволяет по-новому 
взглянуть на проблему механизма депрессии и действия 
антидепрессантов группы ингибиторов обратного захвата 
серотонина. 

Поведение, регулируемое 5-НТ1А рецепторами
Среди контролируемых 5-НТ1A рецепторами видов 
поведения наибольшее внимание привлекают депрес-
сивноподобное поведение, тревожность и агрессивное  
поведение.

Тревожность и депрессивное поведение
Мыши с нокаутом 5-НТ1A гена характеризуются повышен-
ным уровнем тревожности, что, без сомнения, доказывает 
связь исследуемого подтипа рецепторов и данной формы 
поведения (Heisler et al., 1998; Ramboz et al., 1998; Zhuang 
et al., 1999; Deng et al., 2007). Кроме того, это подтвержда-
ется анксиолитическим, т. е. противотревожным действи-
ем селективных агонистов 5-НТ1A рецепторов (Robinson 
et al., 1989; Rakel, 1990; De Vry, 1995; Handley, 1995; Sun 
et al., 2015). Сниженная плотность 5-НТ1A рецепторов 
была обнаружена у людей, страдающих социофобией 
(Lanzenberger et al., 2007).

Поскольку агонисты 5-НТ1A рецепторов проявляют 
выраженные антидепрессивные свойства (Robinson et al., 
1989; Rakel, 1990; De Vry, 1995), особое внимание направ-
лено на изучение роли 5-НТ1A рецепторов в механизмах 
депрессии. Очевидно, что полной аналогии депрессии 
у человека и животных нет, поэтому в экспериментальных 
моделях используется более осторожный термин «депрес-
сивноподобное поведение», а основным его показателем 
служит неподвижность в тесте принудительного плавания 
Порсолта. Показано, что агонисты 5-НТ1A рецепторов, 
проявляющие антидепрессивные свойства, снижают вре-
мя неподвижности в тесте Порсолта (Estrada-Camarena et 
al., 2006; Maurel et al., 2007).

Во множестве работ показано снижение плотности 
и / или чувствительности 5-НТ1A рецепторов и экспрессии 
кодирующего их гена у человека с депрессивными рас-
стройствами, обезьян с депрессивноподобным поведени-
ем (Hansenne et al., 2002; Sibille et al., 2004; Shively et al., 
2006; Drevets et al., 2007), а также крыс, подвергаемых 
непредсказуемому стрессу, приводящему к развитию 
депрессивноподобного состояния (Lopez et al., 1998). Сни-
жение плотности рецепторов у людей с депрессивными 
расстройствами подтверждено при помощи позитронно-
эмиссионной томографии (Hirvonen et al., 2008). При ис-
следовании действия антидепрессантов было обнаружено, 
что они препятствуют происходящему при депрессии 

снижению плотности и чувствительности 5-НТ1A ре-
цепторов и экспрессии кодирующего их гена (Lopez et 
al., 1998). А. Альберт и С. Лемонде выдвинули гипотезу,  
что именно понижение плотности пресинаптических 
5-НТ1A рецепторов приводит через 3–4 недели лечения
антидепрессантами к повышению сниженной при депрес-
сии функциональной активности 5-НТ системы (Albert,
Lemonde, 2004). Это общепринятое в настоящее время
объяснение отсроченного клинического эффекта этих
препаратов. Однако оно предполагает разную чувстви-
тельность пре- и постсинаптических 5-НТ1A рецепторов 
к хроническому действию антидепрессантов. Поскольку 
эти рецепторы структурно идентичны, избирательная или, 
по крайней мере, значительно более высокая чувствитель-
ность постсинаптических 5-НТ1A рецепторов к действию 
5-НТ на фоне хронического введения антидепрессантов не
находила объяснения, оставаясь слабым местом гипотезы
Альберта и Лемонде. И лишь новейшие данные, полу-
ченные международным коллективом исследователей,
дают объяснение этой загадке (Renner et al., 2012; Popova,
Naumenko, 2013; Naumenko et al., 2014). В основе лежат
недавно установленные факты о взаимодействии и оли-
годимеризации 5-НТ рецепторов: 1) 5-НТ1A рецептор 
может образовывать гетеродимер с 5-НТ7 рецептором; 
2) гетеродимеризация 5-НТ1A / 5-НТ7 рецепторов сопрово-
ждается снижением функциональной активности 5-НТ1A
рецепторов; 3) основным путем инактивации 5-НТ1A
рецептора в ответ на хроническое воздействие является
интернализация – перемещение рецептора внутрь клетки
с утратой возможности реагировать на нейротрансмиттер.
Интернализация же 5-НТ1A рецептора осуществляется 
в виде 5-НТ1A / 5-НТ7 гетеродимера в ответ на стимуляцию 
5-HT7 рецептора; 4) плотность 5-НТ7 рецепторов в разных
структурах взрослого мозга млекопитающих неодинакова:
в структурах мозга с постсинаптической локализацией 
5-НТ1A рецепторов она ниже, чем в области ядер шва
среднего мозга с пресинаптической локализацией этих
рецепторов, что обуславливает разное количество образу-
ющихся гетеродимеров и, соответственно, разную интен-
сивность инактивации 5-НТ1A рецепторов. На основе этих 
данных было сформулировано следующее представление 
о функциональной роли 5-НТ1A / 5-НТ7 гетеродимеризации 
(Naumenko et al., 2014). В физиологических условиях 
количество 5-НТ1A / 5-НТ7 гетеродимеров в пресинаптиче-
ских нейронах выше, чем в постсинаптических, в которых 
преобладают гомодимеры, состоящие из двух молекул 
5-НТ1A рецептора. Это является основой различной чув-
ствительности к медиатору пре- и постсинаптических
нейронов и ее изменений при хроническом действии
антидепрессантов группы ингибиторов обратного захвата
серотонина. Интернализация 5-НТ1A / 5-НТ7 рецепторных 
комплексов в пресинаптических терминалях в ответ на 
действие 5-НТ, количество которого увеличивается при 
блокаде 5-НТ транспортера, приводит к ослаблению 
ингибирующего действия пресинаптических 5-НТ1A 
рецепторов на серотониновую систему, повышению ее 
функциональной активности за счет усиления функцио-
нального вклада постсинаптического звена системы 
и ослаблению проявлений депрессии. 
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Несколько исследований связывают полиморфизм 
С(–1019)G в промоторе гена 5-НТ1A рецептора с повышен-
ным риском суицида (Lemonde et al., 2003; Sawiniec et al., 
2007). Показано, что плотность 5-НТ1A в префронтальной 
коре повышена у большинства жертв суицида (Sibille et 
al., 2004), в то же время четко продемонстрирована по-
ниженная эффективность сопряжения 5-НТ1A рецептора 
с G-белком в мозге самоубийц (Hsiung et al., 2003). Счита-
ется также, что с этим полиморфизмом связана чувстви-
тельность к антидепрессантам. Хотя в одной из первых 
работ этой связи обнаружено не было (Serretti et al., 2004), 
в последующих было показано, что особи, гомозиготные 
по G-аллелю, менее чувствительны к антидепрессантам 
(Lemonde et al., 2004). 

Агрессивное поведение
Механизмы регуляции агрессивного поведения остаются 
одной из центральных проблем нейрогенетики по двум 
основным причинам: 1) повышенная агрессивность чело-
века лежит в основе асоциального и криминального пове-
дения (Blanchard et al., 1999) и 2) низкая агрессивность или 
ее отсутствие являются непременным условием важней-
шего эволюционного события – доместикации животных. 
Одним из первых идею о том, что доместикация в древние 
времена представляла фактически бессознательный от-
бор на низкую агрессивность по отношению к человеку, 
высказал и развил Д.К. Беляев (Belyaev, 1979). Агрессив-
ность по отношению к человеку относят к вызванной 
страхом защитно-оборонительной агрессии (fear-induced, 
defensive aggression) (Maxson, 1999). Другой распростра-
ненный вид агрессии, межсамцовая (intermale) агрессия 
по отношению к сопернику (конкуренту) (Moyer, 1968), 
приводит к установлению отношения доминант – суб-
ординант (Maxson, 1999). 

С помощью радиолигандного специфического рецеп-
торного связывания R. Hammer с коллегами (Hammer et al., 
1992) показали снижение плотности 5-НТ1A рецепторов 
в среднем мозге и повышение ее в гиппокампе у крыс 
лабораторной линии, не подвергавшихся намеренной 
селекции на сниженную агрессивность, по сравнению 
с пойманными дикими животными.

Отсутствие связи доместикации собаки с двумя одно-
нуклеотидными заменами в кодирующей части гена 
5-НТ1A рецептора (G65T и A808C) и микросателлитным
повтором СА, расположенным в 3ʹ-некодирующей об-
ласти, показали van den Berg с коллегами (van den Berg
et al., 2005).

Беспрецедентным исследованием механизмов оборо-
нительной реакции на человека, тесно связанной с про-
цессом доместикации животных, является проводимая 
в ИЦиГ СО РАН многолетняя селекция серебристо-чер-
ных лисиц (Трут, 1969, 1978) и диких серых крыс-пасюков 
(Беляев, Бородин, 1982; Никулина и др., 1985a; Plyusnina, 
Oskina, 1997) на отсутствие агрессивности и повышен-
ную агрессивность по отношению к человеку. В наших 
предыдущих исследованиях, проведенных на селекцио-
нированных на высокую или низкую агрессивность по 
отношению к человеку крысах-пасюках (Popova et al., 
1991a), серебристо-черных лисицах (Popova et al., 1991b) 

и норках (Никулина и др., 1985б), было впервые установ-
лено, что основа доместикации – селекция на отсутствие 
вызванной страхом агрессии – связана со значительными 
изменениями в 5-НТ системе мозга. 

Нами была определена плотность 5-НТ1A рецепторов 
в мозге крыс, селекционированных в течение 40 (Popova 
et al., 1998), а позднее 59 поколений (Popova et al., 2005) 
на высокую агрессивность по отношению к человеку и ее 
отсутствие. Было показано повышение плотности этих 
рецепторов во фронтальной коре, гипоталамусе и минда-
левидном комплексе неагрессивных крыс, в то время как 
ни в гиппокампе, ни в среднем мозге изменений плотности 
рецепторов не было обнаружено. 

На крысах 59-го поколения селекции было также про-
ведено исследование экспрессии гена 5-НТ1A рецептора 
в структурах мозга и функциональной активности 5-НТ1A 
рецепторов (Popova et al., 2005). Были выявлены суще-
ственные различия между высокоагрессивными и не-
агрессивными крысами. С использованием двух тестов на 
функциональную активность 5-НТ1A рецептора, вызыва-
емую агонистом 8-ОН-ДПАТ гипотермической реакции, 
и теста сокращения нижней губы (lower lip retraction) 
показано, что доместикация крыс связана с повышением 
чувствительности 5-НТ1A рецепторов, что хорошо согла-
суется с повышенным уровнем мРНК 5-НТ1A рецептора 
в среднем мозге и более высокой, чем у агрессивных крыс, 
плотностью 5-НТ1A рецепторов во фронтальной коре, 
гипоталамусе и миндалевидном комплексе. В свою оче-
редь, вызванная страхом высокая агрессивность связана 
со снижением экспрессии гена, контролирующего 5-НТ1A 
рецептор, и уменьшением плотности и функциональной 
активности этих рецепторов. 

Различия в экспрессии гена, кодирующего 5-НТ1A ре-
цептор в мозге агрессивных и неагрессивных животных, 
были показаны на мышах и свиньях.  Отмечено значитель-
ное повышение экспрессии гена и плотности рецепторов 
в миндалевидном комплексе агрессивных молодых самок 
домашних свиней (D’Eath et al., 2005) и в гиппокампе 
и коре, но не в других структурах мозга агрессивных 
мышей (Korte et al., 1996).

Отметим, что в становлении агрессивного фенотипа 
основным является вклад генотипа, роль же средовых 
влияний в раннем онтогенезе относительно невелика. Это 
было показано в опытах с перекрестным вскармливанием 
(cross-fostering) у крыс, проведенных И.Ф. Плюсниной 
и сотрудниками лаборатории нейрогеномики поведения 
ИЦиГ СО РАН (Plyusnina et al., 2009). Различия в агрес-
сивности между крысятами агрессивной и неагрессивной 
линий проявляются рано, уже в 15-дневном возрасте. 
В этом же возрасте крысята агрессивной линии отлича-
ются, как и взрослые агрессивные крысы, пониженной 
функциональной чувствительностью 5-НТ1A рецепто-
ров, хотя характерные для половозрелых крыс различия 
в экспрессии гена и плотности этих рецепторов еще не 
проявляются (Naumenko et al., 2013).

Агонисты 5-HT1A рецепторов вызывают дозозависимое 
снижение интенсивности межсамцовой агрессии у мы-
шей, крыс (Olivier et al., 1995; Edwards, Kravitz, 1997; Abe 
et al., 1998; De Boer et al., 1999, 2000; Mendoza et al., 1999; 
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Pruus et al., 2000; Stein et al., 2013), кошек (Hassanain et al., 
2003), певчих овсянок (Sperry et al., 2003), хомяков (Ricci 
et al., 2006), человека (Lai et al., 2003) и рыб (Clotfelter et 
al., 2007). Дифференцировать эффекты стимуляции как 
пре-, так и постсинаптических 5-НТ1A рецепторов пока 
не удается. 

Таким образом, исследования, проведенные с помощью 
фармакологических методов, а именно с использованием 
селективных агонистов и антагонистов 5-НТ1A рецепто-
ров, показали, что этот подтип 5-НТ рецепторов участвует 
в регуляции межсамцовой агрессии. Однако мыши с инак-
тивированным нокаутом геном 5-НТ1A рецептора демон-
стрируют только повышенную тревожность и отсутствие 
каких-либо изменений в этом виде агрессивного поведения 
(Heisler et al., 1998; Parks et al., 1998; Boutrel et al., 2002).

Интересны исследования 5-НТ1A рецепторов у мы-
шей с нокаутом гена, кодирующего МАО-А – основной 
фермент метаболизма серотонина в мозге (линия Tg8). 
Примечательно, что нокаут МАО-А приводит у мышей 
к увеличению агрессивности (Cases et al., 1995; Popova et 
al., 2001), а соответствующая мутация у человека – к асо-
циальному и криминальному поведению (Brunner et al., 
1993). У мышей линии Tg8, характеризующихся повышен-
ной межсамцовой агрессией (Cases et al., 1995), отмечено 
увеличение уровня серотонина и снижение уровня его 
метаболита, 5-гидрооксииндолуксусной кислоты, в раз-
личных структурах мозга (Cases et al., 1995; Попова, 2004). 
Кроме того, были выявлены понижение чувствительности 
5-НТ1A рецепторов и небольшое снижение их плотности
в области ядер шва, но не в других структурах мозга
(Evrard et al., 2002). В наших работах показано снижение
функциональной активности 5-НТ1A рецепторов в мозге 
мышей линии Tg8, а также то, что генетический нокаут 
МАО-А приводит к увеличению экспрессии гена 5-НТ1A 
рецептора в миндалевидном комплексе и коре мозга (На-
уменко и др., 2005; Naumenko et al., 2005). 

Реакция замирания
Другим видом вызванного страхом защитно-оборони-
тельного поведения является реакция замирания, которая 
представляет собой состояние длительной обездвижен-
ности с пластическим (каталепсия) или ригидным (ка-
татония) тонусом мускулатуры. Животное или человек 
в состоянии каталепсии не способны длительное время 
изменять приданную им неудобную позу.

У высших позвоночных каталепсия является разновид-
ностью пассивно-оборонительной реакции затаивания 
при появлении хищника или какой-либо иной угрозы 
(Попова, 1997; Popova, 1997; Dixon, 1998; Popova, 1999). 
У некоторых млекопитающих субординантный самец, бу-
дучи атакован более агрессивным сородичем, демонстри-
рует каталептоподобную неподвижность (Dixon, 1998). 
У чело века в выраженной форме каталепсия наблюдается 
при некоторых тяжелых формах нервных и психических 
патологий (Singerman, Raheja, 1994; Sanberg et al., 1988) 
или как негативный эффект лечения нейролептиками 
(Fricchione, 1985).

Известно, что селективный агонист 5-HT1A рецепто-
ров, 8-OH-ДПАТ, существенно подавляет выраженность 

фармакологической морфиновой (Broekkamp et al., 
1988) и галоперидоловой (Broekkamp et al., 1988; Haleem 
et al., 2004) каталепсии у крыс и спонтанной каталепсии 
у мышей (Miyata et al., 2007). В ИЦиГ СО АН СССР 
д. б. н. В.Г. Колпаковым с коллегами была проведена 
успешная селекция крыс аутбредной популяции Вистар 
на высокую предрасположенность к спонтанной каталеп-
сии (Барыкина и др., 1983). Высокий уровень каталепсии 
(50–60 % каталептиков) у крыс полученной линии ГК (ге-
нетические каталептики) сохраняется в течение уже более 
50 поколений. Сотрудники лаборатории нейрогеномики 
поведения  ИЦиГ показали снижение плотности 5-НТ1A 
рецепторов во фронтальной коре и стриатуме крыс, се-
лекционированных на высокую предрасположенность 
к каталепсии (Popova et al., 1998).

Еще одной лабораторной моделью нефармакологиче-
ской каталепсии является щипковая (pinch-induced) ката-
лепсия мышей. Было показано, что у некоторых мышей 
каталептоподобная неподвижность развивается после се-
рии последовательных щипков кожи загривка (Amir et al., 
1981). В лаборатории нейрогеномики поведения ИЦиГ СО 
РАН была создана линия мышей (Antidepressant Sensitive 
Cataleptics, ASC) с повышенной предрасположенностью 
к данному типу защитного поведения (Kondaurova et al., 
2006). Мыши линии ASC были получены в результате 
селекции на повышенную каталепсию из популяции 
беккроссов между мышами некаталептической (AKR) 
и каталептической (CBA) линий. При исследовании новой 
линии с помощью микросателлитного анализа (QTL) был 
обнаружен участок, локализованный на 13-й хромосоме 
и связанный с наследованием каталепсии. Продемонстри-
ровано, что этот участок включает наряду с несколькими 
другими ген 5-НТ1A рецептора и наследуется мышами 
линии ASC от мышей каталептической линии СBA (Ку-
ликов, Базовкина, 2003; Куликов и др., 2003; Kulikov et al., 
2003; Kondaurova et al., 2006). Кроме того, мы показали, 
что как повышенная предрасположенность к каталепсии 
(линия СBA), так и селекция на эту предрасположенность 
(линия ASC) связаны с повышенной функциональной 
активностью 5-НТ1A рецепторов. В то же время у мы-
шей линии СBA экспрессия гена 5-НТ1A рецептора была 
снижена по сравнению с мышами некаталептической 
линии AKR, а у мышей линии ASC она существенно не 
отличалась от родительских линий (Науменко и др., 2006; 
Naumenko et al., 2006). 

Зимняя спячка
Зимняя спячка представляет собой сочетание периодиче-
ски возникающего глубокого и длительного сна с глубокой 
гипотермией. Это поразительное эволюционное адаптив-
ное поведение, позволяющее животным пережить без 
воды и пищи долгие суровые зимние месяцы. Ритм сердца 
в спячке составляет около 2–5 % от частоты сокращений 
при нормальной температуре тела. Температура тела мо-
жет снижаться до 3–1,5 °C, т. е. более чем на 30 °С. Ранее 
нами была установлена ключевая роль 5-НТ в возникно-
вении и поддержании зимней спячки (Попова и др., 1978). 
Среди 5-НТ рецепторов внимание привлекают 5-НТ1A, 
5-НТ3 и 5-НТ7 рецепторы, активация которых их селек-
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тивными агонистами (m-CPBG и LP44 соответственно) 
вызывает глубокое падение температуры тела (Naumenko 
et al., 2009; Naumenko et al., 2011). 5-НТ интересен еще 
и тем, что, кроме гипотермического действия на терморе-
гуляцию (Hjorth, 1985; Goodwin et al., 1987), он принимает  
участие и в регуляции сна. Действительно, селективный 
агонист 5-НТ1A рецепторов, 8-ОН-ДПАТ, ингибирует па-
радоксальную фазу сна у мышей и крыс (Popa et al., 2006), 
а 5-НТ1A антагонист препятствует этому ингибированию 
(Monti, Jantos, 2004).

Какие-либо данные о роли в механизмах зимней спячки 
5-НТ3 и 5-НТ7 рецепторов отсутствуют. В то же время нами
выявлено существенное увеличение плотности 5-НТ1A
рецепторов в гиппокампе, среднем мозге, полосатом
теле и во фронтальной коре сусликов, находящихся в со-
стоянии зимней спячки, по сравнению с бодрству ющими
животными. Мы впервые секвенировали фрагмент гена,
кодирующего 5-НТ1A рецептор зимоспящих длиннохво-
стых сусликов (Citellus undulatus), и обнаружили вставку 
трех нуклеотидов в участке гена, кодирующем третью 
цитоплазматическую петлю рецептора. Кроме того, были 
найдены значительные структуроспецифичные изменения 
экспрессии гена 5-НТ1A рецептора в мозге сусликов, на-
ходящихся в различных фазах цикла сон – бодрствование. 
Оказалось, что экспрессия исследуемого гена остается 
относительно высокой в течение зимней спячки, что, 
несомненно, свидетельствует о важной роли, которую 
5-НТ1A рецепторы играют в развитии и поддержании
удивительной природной адаптации – зимней спячки
(Naumenko et al., 2008).

Заключение
Накопившиеся данные, в том числе и полученные в ла-
боратории нейрогеномики поведения ИЦиГ СО РАН, 
несомненно, свидетельствуют о ключевой роли 5-НТ1A 
рецепторов в ауторегуляции серотониновой системы моз-
га и об их участии в генетической регуляции различных 
форм нормального и патологического поведения. Спектр 
видов поведения, контролируемых 5-НТ1A рецепторами, 
поразительно широк: от эволюционно сложившихся 
природной адаптации к зимней спячке и доместикации 
млекопитающих до таких распространенных психопато-
логий, как тревожность и депрессия.

Особо интересен тот факт, что селективные агонисты 
5-НТ1A рецептора приводят к снижению выраженности
всех описанных форм поведения. В связи с этим можно
предположить, что 5-НТ1A рецепторы играют ингибиру-
ющую роль в регуляции этих форм поведения. Данные 
о повышенной активности и плотности 5-НТ1A рецеп-
торов и экспрессии кодирующего их гена, полученные 
на крысах-пасюках, селекционированных на отсутствие 
агрессивной реакции по отношению к человеку, под-
тверждают это предположение. 

Как уже было отмечено, 5-НТ1A рецепторы локализуют-
ся как пре-, так и постсинаптически, и в зависимости от 
своей локализации при активации оказывают различные 
эффекты на состояние серотониновой системы. Уникаль-
на и система регуляции активности гена 5-НТ1A рецепто-
ра. В промоторе гена присутствует специфиче ский сай-

ленсер (Ou et al., 2000), отсутствие которого повышает 
экспрессию гена 5-НТ1A рецепторов в 10 раз. Ингиби-
рующий контроль транскрипции гена 5-НТ1A рецептора 
осуществ ляется также кортикостероидами (Wissink 
et al., 2000). Белковая структура рецептора позволяет 
предположить несколько способов посттрансляционной 
регуляции 5-НТ1A рецепторов. Это фосфорилирование 
протеинкиназой С (Raymond, 1991) и связывание с каль-
модулином, понижающие чувствительность рецепторов. 
Полученные за последнее время данные выявили новый 
механизм ауторегуляции серотониновой системы мозга, 
связанный с олигомеризацией 5-НТ1A рецептора и его 
взаимодействием с другими видами 5-НТ рецепторов. 
Оказалось, что ключевой регулятор этой медиаторной 
системы, 5-НТ1A рецептор, сам зависит от серотонино-
вых 5-НТ7 рецепторов, которые, образуя с ним димерные 
комплексы, ведут к интернализации и функциональной 
инактивации 5-НТ1A рецептора. Эти данные позволили 
по-новому взглянуть не только на роль 5-НТ7 рецептора 
и его взаимодействия (cross-talk) c 5-НТ1A рецептором, 
но и на проблему механизма депрессии и действия анти-
депрессантов группы ингибиторов обратного захвата се-
ротонина (Naumenko et al., 2014). 

Отсутствие активирующих посттрансляционных меха-
низмов регуляции 5-НТ1A рецепторов также свидетель-
ствует о высокой базальной активности гена рецептора 
и функциональной активности рецептора, что подтверж-
дает значимость этого рецептора в регуляции поведения. 

На основе литературных данных и данных, полученных 
усилиями сотрудников лаборатории нейрогеномики пове-
дения  ИЦиГ СО РАН, можно сделать вывод, что основная 
регуляция 5-НТ1A рецептора осуществляется на пост-
транс ляционном уровне и является ингибирующей. Это 
объясняет частое несоответствие выраженности экспрес-
сии гена и плотности и чувствительности рецепторов. 
Транскрипционная регуляция, вероятно, осуществляется 
только в крайних случаях отклонения поведения от нор-
мы, когда посттрансляционных изменений недостаточно. 
Об этом свидетельствуют данные о сниженной экспрессии 
гена 5-НТ1A рецептора при депрессивных расстройствах 
и длительной селекции на агрессивное поведение (Popova 
et al., 2005). В связи с этим представляются перспектив-
ными дальнейшие исследования посттрансляционной 
регуляции 5-НТ1A рецепторов для более глубокого по-
нимания роли этих рецепторов в механизмах регуляции  
поведения.
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Effects of early neonatal 
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on the expression of BDNF 
transcripts in the brain regions 
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Early postnatal proinflamm tory stress provokes 
behavioral impairments in adulthood; however, 
underlying mechanisms are still elusive. Brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF) plays a crucial role 
in neuroplastic changes in health as well as at patho-
logy. The BDNF gene is transcribed to exon-specific
mRNAs and the pattern of their expression depends 
on stimulus. We suggest that disturbances of exon-
specific BDNF mRNA expression in the brain regions 
after stress induced by proinflamm tory stimuli 
in early postnatal period could be one of the under-
lying mechanisms of consequent behavioral impair-
ments. Thus, the aim of the study was to investigate 
the effects of proinflamm tory stress in early postnatal 
ontogeny on the expression of BDNF and the patterns 
of expression of the BDNF gene in the neocortex 
and hippocampus of prepubertal male rats. The pro-
inflamm tory stress was induced by subcutaneous 
administration of bacterial lipopolysaccharide (LPS) 
to rat pups on postnatal days 3 and 5, while BDNF 
expression was analyzed in 36-day-old rats. BDNF 
polypeptide concentration was estimated by means 
of an enzyme-linked immunosorbent assay, while 
quantitative polymerase chain reaction followed by 
reverse transcription was used to detect exon-specific
BDNF mRNA expression. The levels of BDNF and 
transcripts, containing common exon IX were similar 

Провоспалительный стресс, перенесенный в раннем постнаталь-
ном периоде, способен провоцировать нарушение различных 
типов поведения у взрослых половозрелых особей, при этом 
механизмы, лежащие в основе данных нарушений, изучены 
недостаточно. Мозговой нейротрофический фактор (Brain-Derived 
Neurotrophic Factor, BDNF) играет ключевую роль в реализации 
нейропластических процессов как в норме, так и при патологии. 
Ген BDNF транскрибируется в виде экзон-специфических мРНК, 
которые могут обладать различной реактивностью в зависимости 
от стимула. Мы предположили, что нарушения экспрессии специ-
фических мРНК BDNF в отделах центральной нервной систе мы 
после стресса, вызванного провоспалительными стиму лами 
на ранних этапах онтогенеза, могут составлять один из меха-
низ мов последующих расстройств поведения. Целью работы 
явилось исследование влияния провоспалительного стресса 
в раннем неонатальном периоде на содержание BDNF на уровне 
полипептида и паттерн экспрес сии экзон-специфических мРНК 
BDNF в неокортексе и гиппокампе самцов крыс препубертатного 
возраста. Провоспалительный стресс вызывали путем подкожного 
введения бактериального липополисахарида детенышам крыс 
на третий и пятый постнатальные дни, а анализ BDNF проводили 
в возрасте 36 дней. Концентрацию полипептида BDNF в отделах 
головного мозга оценивали посредством твердофазного иммуно-
ферментного анализа, экспрессию экзон-специфических мРНК 
BDNF исследовали с помощью количест вен ной полимеразной 
цепной реакции после этапа обратной транскрипции. Содержание 
полипептида BDNF и уровень транскриптов, содержащих общий 
экзон IX, не менялись в результате провоспалительного стресса. 
В неокортексе (но не в гиппокампе) крыс, которым вводили 
липополисахарид, снижался уровень мРНК BDNF, содержащей 
экзон IV. Изменений в уровне других транскриптов, содержащих 
экзоны I и VI, не наблюдалось ни в одном из исследованных 
отделов мозга. Учитывая, что, согласно данным литературы, 
у животных, перенесших ранний провоспалительный стресс, 
развиваются нарушения поведения, мы предполагаем, что спе-
цифические изменения паттерна экспрессии BDNF могут быть 
вовлечены в патогенез этих нарушений.

Ключевые слова: мозговой нейротрофический фактор; 
транскрипция BDNF; ранний провоспалительный стресс; 
липополисахарид; неокортекс; гиппокамп.
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in the control and LPS-treated rats. In the rats treated 
with LPS, the level of BDNF mRNA, containing 
exon IV, was lower in the neocortex, but not 
in the hippocampus. No changes in the expression 
of the transcripts containing exons I and VI were 
observed in any brain structure studied. We suggest 
that specific al erations in BDNF expression may be 
involved in the susceptibility to the development 
of behavioral impairments of animals subjected 
to early proinflamm tory stress.

Key words: brain-derived neurotrophic factor; 
BDNF transcription; early proinflamm tory stress; 
lipopolysaccharide; neocortex; hippocampus.
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Изменения транскрипционного профиля в различ-
ных отделах ЦНС лежат в основе долговременных 
модификаций нейропластичности (Tabuchi, 2008; 

Lyons, West, 2011). С помощью экспрессионного анализа 
на полногеномном уровне установлено, что различные 
виды стресса (Erburu et al., 2015), включая индуциро-
ванный провоспалительными стимулами (Oskvig et al., 
2012), могут сопровождаться значимыми изменениями 
уровня тысяч мРНК в ЦНС. Нарушения нейропластич-
ности, вызванные стрессом, в значительной степени об-
условлены изменениями нейротрофического обеспечения 
клеток мозга. В частности, стресс подавляет экспрессию 
и содержание в ЦНС мозгового нейротрофического фак-
тора (Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF), который 
играет центральную роль в процессах нейропластично-
сти (Сахарнова и др., 2012; Иванов, 2014; Calabrese et 
al., 2014). Введение бактериального липополисахарида 
(ЛПС) грызунам сопровождается снижением экспрессии 
BDNF в гиппокампе и неокортексе на уровне как поли-
пептида (Guan, Fang, 2006), так и мРНК (Kranjac et al., 
2012). По всей видимости, снижение экспрессии BDNF 
в отделах мозга является одним из ключевых звеньев 
в реализации поведенческих нарушений, отмечаемых при 
введении ЛПС. Так, в работе Zhang с коллегами (2014) 
приведены данные о том, что введение ЛПС приводит 
к снижению экспрессии BDNF, уровня фосфорилирования 
его рецептора TrkB, плотности шипиков в гиппокампе и 
неокортексе, а также к развитию депрессивно-подобного 
состояния, а стимуляция сигналинга BDNF посредством 
миметика TrkB 7,8-гидроксифлавона предотвращает 
указанные нарушения (Zhang et al., 2014). Таким обра-
зом, ЛПС модулирует экспрессию BDNF, что, очевидно, 
имеет функциональное значение, однако происходят ли 
подобные изменения при воздействии ЛПС в раннем 
постнатальном онтогенезе, а также меняются ли транс-
крипционные механизмы, лежащие в основе данного 
феномена, остается неизученным.

Транскрипция BDNF представляет собой сложно орга-
низованный процесс, который определяют структурные 
особенности гена BDNF и комплекс факторов, модулиру-

ющих его транскрипционную регуляцию. К настоящему 
моменту известно, что мРНК BDNF грызунов может 
быть представлена 18 различными вариантами (Aid et 
al., 2007). Все они кодируют одинаковую аминокислот-
ную последовательность препробелка BDNF. Большое 
число вариантов мРНК обусловлено тем, что ген BDNF 
содержит по меньшей мере 9 экзонов (некодирующие 
экзоны I–VIII, и кодирующий экзон IX, общий для всех 
транскриптов) (Aid et al., 2007). В 5ʹ-области каждого не-
кодирующего экзона расположены индивидуальные про-
моторы, с которых инициируется транскрипция. В ЦНС 
грызунов траскрипты BDNF, содержащие экзоны I, IV 
и VI, наиболее реактивны в отношении разнообразных 
стимулов. В частности, изменение транскрипционного 
профиля BDNF было отмечено в результате социального 
стресса (Duclot, Kabbaj, 2013) или обучения в условиях 
выраженного стрессорного воздействия, например при 
выработке контекст-зависимой условной реакции страха 
(Lubin et al., 2008). Известно также, что стресс в форме 
экспозиции детенышей стрессированной матери в раннем 
постнатальном онтогенезе приводит к снижению экс-
прессии BDNF в мозге, которое происходит вследствие 
метилирования промоторного участка экзона IV (Roth et 
al., 2009). 

Следует отметить, что ранний постнатальный онтоге-
нез характеризуется высокой чувствительностью мозга 
к влиянию средовых факторов. Хорошо известно, что 
различные воздействия в этот период онтогенеза могут 
иметь длительные последствия, которые проявляются 
у взрослых особей в виде предрасположенности к раз-
витию психических нарушений (O’Connor et al., 2005; 
Loman, Gunnar, 2010). Принято считать, что стрессорные 
воздействия на организм в критические периоды имеют 
«программирующее» действие, приводя к необратимым 
долговременным последствиям (Lucassen et al., 2013). 
К стрессорным воздействиям подобного рода можно отне-
сти нарушение родительской заботы о потомстве, включая 
материнскую депрессию (O’Connor et al., 2005), изменения 
структуры питания (Laus et al., 2011), эмоциональные по-
трясения (Yehuda et al., 2005). Причиной возникновения 
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подобных длительных изменений могут быть структурно-
функциональные нарушения в ряде отделов мозга, в част-
ности в гиппокампе, созревание которого продолжается 
в течение длительного времени после рождения (Alt man, 
Bayer, 1990; Arnold, Trojanowski, 1996).

Эффекты «программирующего» воздействия на разви-
тие мозга имеет и стрессорная реакция, возникающая в от-
вет на проникновение в организм различных патогенов. 
В частности, парентеральное введение детенышам крыс 
бактериального ЛПС в раннем постнатальном периоде 
вызывает развитие выраженной стресс-реакции, которая 
приводит к значительным перестройкам в ЦНС. Следстви-
ем подобного стрессорного воздействия в раннем постна-
тальном периоде является возникновение существенных 
нарушений поведения у взрослых половозрелых особей 
(Walker et al., 2009, 2011, 2012). К наиболее характерным 
последствиям такого воздействия у грызунов можно 
отнести нарушения устойчивости к стрессу, проявле-
ния тревожности и депрессивно-подобного поведения, 
снижение исследовательской активности, нарушения 
процессов нейропластичности, которые лежат в основе 
обучения и формирования памяти (Walker et al., 2009; Rico 
et al., 2010; Sominsky et al., 2012a, b; Doosti et al., 2013). 
Учитывая, что развитие постстрессорной депрессии в зна-
чительной степени обусловлено нарушениями в системе 
нейротрофинов (Григорьян и др., 2014; Stepanichev et 
al., 2014), в частности BDNF, необходимо изучить, как 
«про граммирующее» воздействие стресса в раннем пост-
натальном онтогенезе изменяет процессы, вовлеченные 
в продукцию этого нейротрофина в мозге.

Целью работы явилось исследование влияния ранне-
го неонатального введения ЛПС на содержание BDNF 
и экспрессию экзон-специфических мРНК BDNF (I, IV, 
VI и IX) в гиппокампе и неокортексе крыс.

Методы
Эксперименты с животными выполнены в соответствии 
с требованиями Директивы 2010/63/EU Европейского 
Парламента и Совета от 22 сентября 2010 г. и приказа 
№ 267 МЗ РФ от 19 июня 2003 г. в области защиты и ис-
пользования животных в экспериментальных исследо-
ваниях. Протокол эксперимента утвержден Этической 
комис сией ИВНД и НФ РАН. 

Беременные самки крыс линии Вистар были получены 
из Филиала «Столбовая» Федерального государственного 
бюджетного учреждения науки «Научного центра био-
медицинских технологий Федерального медико-биоло-
гического агентства» (Московская область, Россия) и раз-
мещены индивидуально в клетках вивария. Животные 
имели неограниченный доступ к пище и воде, световая 
фаза суточного цикла продолжалась с 8:00 до 20:00. День 
рождения детенышей крыс считали днем 0 постнаталь-
ного периода (ПНД0). После родов число детенышей 
в помете снижали до девяти. До возраста ПНД21 крысят 
содержали в клетках вместе с матерями. В возрасте 21 
день самцов и самок рассаживали по отдельным клеткам 
таким образом, чтобы крысята, рожденные в одном по-
мете, находились вместе.

На третий и пятый дни после рождения крысятам под-
кожно вводили бактериальный ЛПС из Escherichia coli, 

серотип O26:B6 (Sigma, США) в дозе 50 мкг/кг в объеме 
200 мкл/кг. ЛПС растворяли непосредственно перед вве-
дением в изотоническом (0,9 %) водном растворе NaCl. 
Контрольные животные получали соответствующий 
объем изотонического раствора. Такая схема введения 
и доза ЛПС не приводят к гибели животных и вызыва-
ют стресс-ответ, который детектируется в течение 48 ч 
(Shanks et al., 1995).

Животных декапитировали в возрасте ПНД36 (пре-
пубертатный период) под хлоралгидратной анестезией 
(350 мг/кг). Мозг вынимали, промывали в ледяном 
0,9 %-м растворе NaCl и на льду вынимали гиппокамп 
и неокортекс. Структуры левого полушария использовали 
для оценки содержания BDNF, а правого – для анализа 
профиля экспрессии мРНК BDNF. Возможную асим-
метрию при этом не учитывали, поскольку для BDNF 
она была отмечена лишь в редких работах, и эти данные 
являются весьма противоречивыми (Lehmann et al., 2007; 
Farhang et al., 2014). Выбор указанных регионов мозга 
был обусловлен тем, что в них отмечаются структурно-
функциональные перестройки, которые, по-видимому, 
определяют поведенческие расстройства при стрессе. 
Кроме того, как обсуждалось выше, эффекты введения 
ЛПС на нейротрофины в мозге взрослых животных про-
являются наиболее ярко в этих отделах. 

Содержание BDNF в ткани мозга крыс оценивали с по-
мощью твердофазного иммуноферментного анализа. Для 
этого использовали наборы ChemiKine Brain-Derived Neu-
rotrophic Factor Sandwich ELISA kit (#CYT306; Millipore, 
США). Ткань мозга гомогенизировали в ледяном буфере 
согласно инструкции производителя. Полученные в ре-
зультате центрифугирования супернатанты апплицирова-
ли в лунки планшета с предварительно адсорбированными 
первичными антителами к BDNF и далее анализ прово-
дили согласно инструкции производителя. Содержание 
BDNF выражали в пг/мг массы ткани.

Экспрессию экзон-специфичных вариантов мРНК 
BDNF оценивали посредством проведения полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) с регистрацией продуктов 
амплификации в режиме реального времени после этапа 
обратной транскрипции. Тотальную РНК из образцов 
экстрагировали с помощью набора реактивов mirVana 
(#AM1560; Ambion, США). Чистоту и концентрацию 
тотальной РНК исследовали посредством измерения 
оптической плотности при 260 нм и 280 нм. Образцы, 
для которых отношение оптической плотности 260/280 
не входило в диапазон между 1,8 и 2,1, исключали из 
исследования. Целостность тотальной РНК оценивали 
посредством электорофореза в 1,5 %-м агарозном геле. 
Для удаления примесей геномной ДНК изолированная 
тотальная РНК была обработана DNase I (#M0303; NEB, 
США). Обратную транскрипцию проводили с помощью 
набора реактивов для синтеза комплементарной ДНК 
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (# K1642; Thermo 
Fisher Scientific, США). ПЦР проводили в двух параллель-
ных образцах в присутствии 5 пмоль синтетических оли-
гонуклеотидов в качестве праймеров с помощью набора 
реактивов, содержащего Taq ДНК-полимеразу с ингиби-
рующими активность фермента антителами, и интерка-
лирующего флуоресцентного красителя SYBR GREEN 
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(#PK147S; Евроген, Россия). Последовательности прай-
меров, специфичных для мРНК rpS18 (рибосомальный 
белок S18 – ген сравнения), были подобраны с помощью 
сервиса http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. 
Последовательности праймеров для экзон-специфичных 
мРНК BDNF (транскрипты, содержащие экзон I, IV или 
VI) были взяты из работы Schmidt с коллегами (Schmidt
et al., 2012). Для оценки общей транскрипции BDNF
оценивали уровень мРНК, содержащих экзон IX (этот
экзон является общим и его содержат все варианты BDNF)
с помощью праймеров, описанных ранее (Tsankova et al.,
2004). Последовательности синтетических олигонуклео-
тидов, использованных в работе, представлены в таблице.
Олигонуклеотиды были синтезированы компанией Евро-
ген (Россия). ПЦР проводили посредством термоциклера
АНК-32 (ИАнП РАН и МГТУ им. Н.Э. Баумана, Россия)
по следующей программе: 1) 10 с при 95 °С; 2) 10 с при
65 °С; 3) 40 с при 72 °С. При исследовании количества
мРНК rpS18 было проведено 40 циклов амплификации,
при исследовании количества экзон-специфичных мРНК
BDNF – 50 циклов амплификации. Количество специфи-
ческой мРНК было оценено посредством регистрации
порогового цикла (Ct) с помощью программы ANK32 для 
Windows версия 1.1 (ИАнП РАН, Россия) и последующего 
сравнительного анализа с использованием содержания 
мРНК rpS18 в качестве гена сравнения по методу 2–ΔΔCt 
(Livak, Schmittgen, 2001).

Для сравнения данных в экспериментальных группах 
применяли непараметрический критерий Манна – Уитни, 
поскольку в большинстве случаев распределение пере-
менных в выборках не соответствовало нормальному. 
Различия между группами считали достоверными при 
p < 0,05.

Результаты 
Содержание BDNF в неокортексе и гиппокампе крыс 
пре пубертатного возраста исследовали с помощью твер-
до фазного иммуноферментного анализа. Не удалось 
выявить существенного изменения в содержании BDNF 
ни в нео кортексе, ни в гиппокампе у крыс, перенесших 
раннее провоспалительное воздействие, по сравнению 
с контрольными животными (рис. 1).

Общий уровень содержания продуктов транскрипции 
оценивали по количеству мРНК, включающей экзон IX, 
который является общим для всех вариантов BDNF. Как 
видно из данных, представленных на рис. 2 и 3, ни в нео-

кортексе, ни в гиппокампе крыс препубертатного возраста 
общий уро вень экспрессии мРНК BDNF не различался 
в подопытной группе по сравнению с контрольной. Эти 
данные хорошо соотносятся с результатами, полученными 
с помощью иммуноферментного анализа. Однако в нео-
кортексе (см. рис. 2) наблюдались достоверные изменения 
в паттерне экспрессии экзон-специфичных вариантов 
мРНК. В частности, было обнаружено снижение уровня 
транскриптов, содержащих экзон IV. Содержание других 
исследованных транскриптов было сходным с таковым 
у контрольных животных того же возраста. Вопреки ожи-
даниям, нам не удалось выявить существенных изменений 
в паттерне экспрессии экзон-специфичных транскриптов 
мРНК в гиппокампе (рис. 3).

Корреляционный анализ показал, что содержание мРНК 
экзонов I, IV и VI достоверно положительно коррелирует 
с уровнем экзона IX в неокортексе (рис. 3, а) независи-
мо от введения ЛПС (рис. 3, б). Тогда как в гиппокампе 
введение ЛПС нарушало положительные корреляцион-
ные отношения экзонов I, VI и, в меньшей степени, IV 
с экзоном IX (рис. 3, г), которые отмечались у животных 
контрольной группы (рис. 3, в). 

Таким образом, показано, что провоспалительное 
воздействие бактериальным ЛПС в раннем постнаталь-
ном онтогенезе не вызывает существенного изменения 
содержания полипептида и мРНК BDNF в неокортексе 
и гиппокампе крыс препубертатного возраста. При этом 
в неокортексе происходит достоверное снижение уровня 
транскрипта BDNF, содержащего экзон IV, а в гиппокампе 
наблюдаются нарушения взаимосвязи между экспрессией 
специфических мРНК.

Обсуждение 
Данные литературы указывают на то, что провоспали-
тельные стимулы способны существенно изменять мета-
болизм BDNF в мозге. При этом в гиппокампе и неокор-
тексе наблюдаются изменения на уровне как полипептида 
(Guan, Fang, 2006; Zhang et al., 2014), так и мРНК (Kran jac 
et al., 2012). Авторы этих работ отмечали, как правило, 
снижение уровня как полипептида BDNF, так и мРНК 
BDNF. В отличие от этих исследований, в представлен-
ной работе изучали отдаленные эффекты введения ЛПС 
в неонатальный период развития. У крыс препубертат-
ного возраста нам не удалось обнаружить существенных 
изменений экспрессии полипептида и общей транскрип-
ционной активности гена BDNF ни в неокортексе, ни 

Synthetic oligonucleotides

Template Nucleotide sequence  (5’→3’) Amplicon size, bp

Forward Reverse

BDNF exon I (NM_012513.4) GCGTTGAGAAAGCTGCTTCAG GAATGAGCGAGGTTACCAATGA 77

BDNF exon IV (NM_001270633.1) TTCCACTATCAATAATTTAACTTCTTTGC CTCTTACTATATATTTCCCCTTCTCTTCAGT 114

BDNF exon VI (NM_001270630.1) TTTGGGGCAGACGAGAAAGC GGCAGTGGAGTCACATTGTTGTC 81

BDNF exon IX CCATAAGGACGCGGACTTGTAC AGACATGTTTGCGGCATCCAGG 121

rpS18 (NM_213557.1) TTTTGGGGCCTTCGTGTCCG CAGCAAAGGCCCAAAGACTCAT 102
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Fig. 2. Expression patterns of BDNF exon-specific t anscripts in brain divisions of prepubertal male 
rats after early neonatal proinflamm tory stress: (a) neocortex, (b) hippocampus.
The data are presented as M ± SEM. Number of animals per group N = 10. * Differences from the control 
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в гиппокампе, и единственным достоверным эффектом 
экспериментального воздействия стало снижение содер-
жания мРНК BDNF, включающей экзон IV, в неокортексе. 
Учитывая результаты предыдущих работ (Kranjac et al., 
2012), в которых было показано снижение уровня мРНК 
BDNF в гиппокампе и неокортексе, можно было ожидать, 
что наряду со снижением экспрессии транскриптов, 
содержащих специфические экзоны, будет отмечаться 
снижение транскриптов, имеющих общий экзон IX. 
Однако подобного эффекта не наблюдалось. Возможно, 
дизайн представленного эксперимента (меньшая доза 
ЛПС и намного более поздний забор ткани) не позволил 
детектировать выраженные изменения.

Тем не менее результаты настоящего исследования 
согласуются с проведенными ранее экспериментами, 
в которых было обнаружено снижение уровня мРНК 
BDNF, содержащей экзон IV, в префронтальной коре по-
сле экспозиции крысят с первого по седьмой день после 
рождения стрессированным самкам (Roth et al., 2009). 
Авторы указывают, что этот «программирующий» эффект 
раннего стрессорного воздействия был связан с эпигене-
тическим влиянием на промотор IV экзона. Сходство этих 
результатов с нашими может свидетельствовать о том, что 
природа стрессорного фактора менее важна для регуляции 
экспрессии BDNF, чем факт наличия значимой стресс-
реакции, в данном случае возникающей в результате 
воздействия ЛПС на организм в раннем нео натальном 
периоде. Несмотря на то, что в нашей работе эффект 
раннего провоспалительного воздействия не отражался 
непосредственно в достоверном снижении или увеличе-
нии уровней мРНК разных экзонов гена BDNF в гиппо-
кампе животных препубертатного возраста, тем не менее, 
наблюдалось рассогласование коэкспрессии мРНК I, VI 
и, в меньшей степени, IV экзона с экзоном IX, что может 
быть следствием нарушения регуляции процесса транс-
крипции у этих крыс.

Промотор экзона IV гена BDNF среди прочих содержит 
консенсусные сайты связывания транскрипционного 
фактора NF-κB, которые оказывают положительное 
влияние на активность промотора (Pruunsild et al., 2011) 
и экспрессию соответствующей мРНК (Lipsky et al., 2001; 
Saha et al., 2006). NF-κB является хорошо охарактеризо-
ванной нижележащей мишенью рецептора ЛПС TLR4: 
ЛПС, связываясь со своим рецептором, инициирует цепь 
внутриклеточных молекулярных событий, приводящих 
к транслокации NF-κB в ядро и стимуляции транскрипции 
генов (Kawai, Akira, 2007). Можно предположить, что 
отдаленным эффектом раннего неонатального введения 
ЛПС является снижение активности NF-κB и, как след-
ствие, снижение экспрессии мРНК BDNF, содержащих эк-
зон IV, который наблюдали в настоящей работе. С другой 
стороны, мы не можем исключить и упомянутого выше 
эффекта метилирования этого промотора. 

Функциональная значимость сложной транскрипцион-
ной организации гена BDNF до конца не понятна, но пред-
полагается, что транскрипты, содержащие разные экзоны, 
могут различаться локализацией внутри нейронов. После 
деполяризации мРНК BDNF, содержащая экзоны II и VI, 
локализуется преимущественно в дистальных дендритах, 
а транскрипты, содержащие экзоны I и IV, локализованы 

Д.И. Перегуд, С.В. Фрейман, А.О. Тишкина … 
М.В. Онуфриев, М.Ю. Степаничев, Н.В. Гуляева

в теле нейронов (Chiaruttini et al., 2008). Более того, сни-
жение уровня мРНК, содержащей определенные экзоны, 
посредством интерферирующих РНК специфически на-
рушает архитектонику дендритов в культуре нейронов: 
экзоны I и IV селективно влияют на проксимальные ден-
дриты, а экзоны II и VI – на дистальные (Baj et al., 2011). 
По-видимому, особенности локализации мРНК BDNF 
взаимосвязаны с локальным белковым синтезом и лежат 
в основе пластических изменений.

Таким образом, можно предположить, что специфи-
ческое снижение экспрессии мРНК BDNF, содержащей 
экзон IV, в неокортексе может быть вовлечено в патоге-
нез структурно-функциональных нарушений ЦНС при 
неонатальном введении ЛПС и, соответственно, в фор-
мирование предрасположенности животных, перенесших 
ранний провоспалительный стресс, к развитию наруше-
ний поведения.
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Экспрессия ключевых генов физиологических функций 
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The glucocorticoid hypothesis 
of depression: history 
and perspectives
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An abnormality in adaptation to negative life events 
is considered as one of the main causes of the 
development of depressive symptoms. According to 
the corticosteroid receptor hypothesis of depression, 
stress-induced activation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis plays an important role 
in the induction of psycho-emotional disturbances. 
The end products of this axis, glucocorticoids, are 
involved in the formation of many physiological and 
behavioral responses to stress. Although the increase 
in hormone levels following a short-term intervention 
is directed towards rapid mobilization of the body’s 
efforts for overcoming potentially dangerous situation, 
a long-term exposure to stress or glucocorticoids may 
have negative consequences for mood or behavior. 
With respect to mechanisms of changing effects 
of glucocorticoids from protective to damaging, 
glucocorticoid receptors (GRs) received most attention. 
These receptors are widely expressed in the brain. 
They are important regulators of the transcriptional 
activities of numerous genes, including the gene for 
such a plasticity-related protein as the brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF) which has been implicated 
in psychiatric disorders. In addition to direct effects 
on gene transcription, changes in expression of GR 
themselves resulting from stress and/or glucocorticoid 
effects, in turn can modify the functional responses 
to subsequent stimuli. The purpose of this review 
was to analyze available literature data on the effects 
of stress and glucocorticoids on the expression of GR 
in the hippocampus, which is traditionally considered 
as the most sensitive to stress brain structure. 
The review also addresses the implication of GR and 
BDNF interplay in the pathogenesis of stress-related 
disorders.

Key words: stress; glucocorticoid receptors; BDNF.

Нарушение адаптации к неблагоприятным жизненным 
обстоятельствам считается одной из причин возникновения 
симптомов депрессии. Согласно глюкокортикоидной гипотезе, 
важная роль в индукции психоэмоционального расстройства 
принадлежит стрессорной активации гипоталамо-гипофизарно-
адренокортикальной системы (ГГАС). Конечные гормоны этой 
системы, глюкокортикоиды, принимают важное участие в форми-
ровании многих физиологических и поведенческих ответов 
на стресс. И хотя острый гормональный ответ ГГАС на относи-
тельно непродолжительное воздействие обеспечивает быструю 
мобилизацию защитных сил организма, способствующую 
эффективному преодолению потенциально опасной ситуации, 
длительное повышение уровня гормонов может спровоцировать 
развитие нежелательных последствий, включающих депрессию. 
Наибольшее внимание при исследовании механизмов смены 
эффектов глюкокортикоидов с защитных на повреждающие 
привлекают глюкокортикоидные рецепторы (ГР). Эти рецепторы 
широко экспрессируются в мозге. Они являются важными регу-
ляторами транскрипционной активности многих генов, в том 
числе и традиционно связанных с развитием психоэмоциональ-
ных отклонений, например, гена мозгового нейротрофического 
фактора (Brain Derived Neurotrophic Factor, BDNF). Кроме прямого 
воздействия на транскрипционную активность генов-мишеней, 
изменение экспрессии самих ГР в результате действия стресса 
и / или глюкокортикоидов может модифицировать функциональ-
ные ответы на последующие стимулы. Анализ имеющихся 
в лите ратуре сведений об эффектах стресса и глюкокортикоидов 
на экспрессию ГР в гиппокампе – структуре мозга, традиционно 
считающейся наиболее чувствительной к стрессу и принимающей 
важное участие в контроле эмоций, в связи с экспрессией BDNF 
и харак тером индуцируемых стрессорными и гормональными 
воздей ствиями психоэмоциональных ответов послужил целью 
настоя щего обзора.

Ключевые слова: стресс; глюкокортикоидные рецепторы; BDNF.
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Механизмы возникновения депрессии, несмотря на 
распространенность этой психопатологии и не-
гативное влияние на жизнь общества, остаются 

в значительной степени неясными, сдерживая направ-
ленный поиск мишеней для разработки эффективных 
средств терапии. Решение проблемы осложняется мно-
жественностью путей, вовлекаемых в индукцию психо-
эмоциональных расстройств, а также в противодействие 
этой индукции, маскирующих в итоге реальный вклад 
отдельной системы или конкретного фактора в патофи зио
логию заболевания. Серьезным фактором риска развития 
депрессии считаются негативные жизненные обстоятель-
ства (например смерть родственников, развод, унижения 
или поражения, безработица и ухудшение финансового 
состояния) (Post, 1992; Kendler et al., 1999; van Praag, 2004; 
Larkin et al., 2012). Несмотря на обширные адаптивные 
возможности организма, позволяющие большинству 
людей преодолевать без какихлибо психоэмоциональ-
ных последствий воздействие даже сильных стрессоров, 
чувствительные к стрессу взрослые индивиды, особенно 
предрасположенные к депрессии в результате неблагопри-
ятных воздействий в ранние периоды жизни, могут отве-
чать депрессивными эпизодами на негативные события. 
Метаанализ данных на выборке из 14 250 участников под-
твердил наличие значительной связи между депрессией 
и перенесенным стрессом (Risch et al., 2009).

Среди различных изменений, индуцируемых стрессор-
ными воздействиями в организме, высокий уровень глю-
кокортикоидов – следствие активированной при стрессе 
гипоталамогипофизарноадренокортикальной системы 
(ГГАС) – считается одним из важных факторов, прово-
цирующих симптомы депрессии. Эта распространенная 
точка зрения подкрепляется наблюдениями депрессивных 
эпизодов, проявляющихся в качестве побочных эффектов 
повышенного уровня глюкокортикоидов, у пациентов 
с синдромом Кушинга (Kelly et al., 1983; Sonino et al., 
1998) или при гормональной терапии (Brown et al., 2007). 
В соответствии с такими проявлениями у людей хро-
ническое введение кортикостерона грызунам вызывало 
и у животных сопоставимые с клиническими симптомами 
депрессивноподобные поведенческие изменения (Sterner, 
Kalynchuk, 2010). Наиболее значительным аргументом 
в пользу гипотезы связи высокого уровня кортизола 
с аффективными расстройствами служит известная в те-
чение многих лет ассоциация депрессивных заболеваний 
с гиперактивацией ГГАС (Gibbons, 1964; Holsboer, Barden, 
1996; Pariante, 2003; de Kloet et al., 2007; Mondelli et al., 
2010; Saveanu, Nemeroff, 2012; Herbert, 2013). Более того, 
блокаторы синтеза глюкокортикоидов некоторое время 
активно пропагандировались в качестве эффективных 
средств антидепрессантной терапии (Jahn et al., 2004; 
Kling et al., 2009).

Вместе с тем, помимо этих данных, связывающих 
глюкокортикоиды с повышенной восприимчивостью 
к психопатологии, увеличение уровня гормонов является 
чрезвычайно важным для обеспечения адаптивных отве-
тов на действие стрессора, включая и поведенческие от-
веты (Oitzl et al., 2010; Putman, Roelofs, 2011). Все больше, 
например, накапливается данных о том, что в зависимости 
от длительности воздействия глюкокортикоиды могут 

оказать противоположное действие на депрессивнопо-
добное поведение животных. Так, ежедневное введение 
кортикостерона самцам мышей в течение шести дней 
оказывало антидепрессантный эффект, в то время как 
введение в течение 18 или 36 дней – выраженное про-
депрессантное действие (Zhao et al., 2009). Кроме того, 
глюкокортикоиды, эффект которых – подавление нейроге-
неза в гиппокампе (Gould, Tanapat, 1999; Kim et al., 2004; 
Mayer et al., 2006) – напрямую вовлекается в этиологию 
депрессии (Snyder et al., 2011; Lehmann et al., 2013), могут 
проявлять и нейротрофическую активность в этой области 
мозга (Gray et al., 2013). Накапливается также все больше 
свидетельств ассоциации высокого уровня глюкокорти-
коидов с антидепрессантным фенотипом (Barbier, Wang, 
2009; Xu et al., 2009). 

Роль глюкокортикоидных рецепторов 
в патофизиологии индуцируемой стрессом 
депрессии
Кажущаяся простой связь между повышенным уровнем 
глюкокортикоидов и развитием депрессии осложняется 
вовлечением в действие гормонов разных типов кор-
тикостероидных рецепторов: минералокортикоидных 
(МР) и глюкокортикоидных (ГР) (Reul, de Kloet, 1985). 
Некоторые поведенческие эффекты МР и ГР оказались 
специфически зависимыми от области мозга и даже 
противоположными (Harris et al., 2013). МР с более низким 
сродством к глюкокортикоидам считаются полностью ими 
оккупированными уже при базальном уровне гормона, 
в то время как для оккупации ГР требуется сопоставимое 
со стрессорным повышение уровня гормонов в крови 
(de Kloet et al., 1993). Эти особенности исторически 
обусловили большее внимание к ГР как к рецепторам, 
опосредующим преимущественно стрессорные эффекты 
глюкокортикоидов. 

Именно ослабление функции и / или экспрессии ГР 
считается ответственным за гиперактивацию ГГАС, 
отмечаемую у депрессивных больных (Holsboer, 2000; 
Pariante, Miller, 2001). В дексаметазоновом тесте нару-
шение механизма отрицательной обратной связи в ГГАС 
выявляется примерно у половины депрессивных больных. 
Среди структур мозга, снижение экспрессии ГР в кото-
рых, как полагают, вносит наибольший вклад в развитие 
депрессии, рассматриваются, прежде всего, гиппокамп, 
префронтальная кора и гипоталамус. 

Многочисленные исследования показали способность 
стресса и глюкокортикоидов изменять экспрессию ГР 
в мозге (Sapolsky, McEwen, 1985; Reul et al., 1989; Fujikawa 
et al., 2000; Paskitti et al., 2000; Karandrea et al., 2002; Zhou 
et al., 2008; Wang et al., 2012; Shishkina et al., 2015). Выявля-
емые в этих исследованиях изменения оказались, однако, 
неоднозначными и могли зависеть даже от пола животного 
(Karandrea et al., 2002). Важным фактором, определяю-
щим характер ответа ГР на стресс и глюкокортикоиды, 
может быть время определения экспрессии после начала 
воздействия, продемонстрированное, например, в работе 
японских исследователей (Fujikawa et al., 2000). Уровень 
мРНК ГР, исследованный в этой работе в зубчатой извили-
не гиппокампа крыс в разные промежутки времени после 
начала острого стрессорного воздействия ограничением 
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подвижности, был достоверно снижен в начале действия 
стрессора (на 41 % через 30 мин), но достоверно увели-
чен после двух часов воздействия. Ответ ГР может также 
зависеть от предрасположенности организма к индукции 
стрессорами депрессивноподобного состояния. Напри-
мер, полагают, что наибольшую опасность для возникно-
вения психопатологии во взрослом возрасте представляет 
стресс, перенесенный в ранние периоды онтогенеза, как 
бы предрасполагающий организм к заболеванию в по-
следующей жизни, особенно в условиях дополнитель-
ных негативных событий. В модельных экспериментах 
выяснилось изменение при этом характера ответа ГР на 
«взрослый» стресс. Так, взрослые самцы крыс, которых 
в течение первых 3 нед жизни подвергали стрессирующей 
процедуре отсаживания от матерей, демонстрировали 
после хронического стресса достоверное снижение ГР
иммунореактивности в СА1 области гиппокампа. В от-
личие от этих данных, у взрослых контрольных животных 
без отсаживания от матерей хронический стресс увеличи-
вал ГРиммунореактивность в СА1 области (Trujillo et al., 
2016). Значительное влияние на ответ ГР к  хроническому 
стрессу может оказать также продолжительность воздей-
ствия. Иммунореактивность рецепторов в дорзальном 
гиппокампе крыс была снижена после стресса, вызванного 
высаживанием животного на приподнятую открытую 
платформу, в течение пяти дней, но увеличена после 
20дневного воздействия (Robertson et al., 2005). Важным
для ответа, очевидно, является и природа стрессора. На-
пример, если после четырехнедельного стресса ограни-
чения подвижности с погружением в воду наблюдалось
увеличение экспрессии ГР в гиппокампе крыс (Mizoguchi
et al., 2003), то после ежедневного сильного звука в тече-
ние 30 дней, напротив, происходило снижение экспрессии
этих рецепторов (Eraslan et al., 2015). Индуци рованное
стрессом или глюкокортикоидами уменьше ние экс-
прессии ГР в гиппокампе сопровождалось в ряде работ
усилением симптомов депрессивноподобного поведения
(Skupio et al., 2015; Chen et al., 2016), что соответствовало
глюкокортикоидной гипотезе депрессии.

Для выяснения, является ли дефицит ГР причиной 
возникновения депрессии и будет ли способствовать уве-
личение экспрессии рецепторов ослаблению симптомов 
заболевания, были использованы трансгенные животные. 
У мышей FBGRKO в двухмесячном возрасте 60 % ней-
ронов гиппокампа лишены ГР, в возрасте 4–5 мес. таких 
нейронов уже 90–100 %, а после 6 мес. ГР отсутствуют 
во всем гиппокампе, а также во многих нейронах коры 
(Boyle et al., 2005). Протестированные в этой работе на 
поведенческую беспомощность и ангедонию животные не 
отличались от контроля по значениям этих показателей 
в двухмесячном возрасте и демонстрировали выраженные 
симптомы депрессивноподобного состояния в возрасте 
4 и 6 мес. В работе Ridder с коллегами (2005) увеличение 
депрессивноподобного поведения наблюдалось уже по-
сле 50 %го снижения экспрессии ГР в гиппокампе, а по-
вышение экспрессии рецепторов (overexpression) снижало 
проявление поведенческой беспомощности после стресса 
и усиливало негативную обратную связь в регуляции 
ГГАС. Однако в некоторых работах показано, что сниже-
ние экспрессии рецепторов в областях переднего мозга 

усиливало депрессивноподобное поведение не во всех 
использованных тестах (Boulle et al., 2016), могло совсем 
не влиять на него (Vincent et al., 2013), а повышение так же, 
как и снижение экспрессии ГР, – увеличивать проявление 
этого поведения (Wei et al., 2004). 

Взаимодействие глюкокортикоидных 
рецепторов и мозгового нейротрофического 
фактора в ответах на стресс
Поведенческие последствия изменения экспрессии ре-
цепторов в обширных областях мозга могут складываться 
из специфических особенностей эффектов отдельных 
областей, например, обусловленных взаимодействием 
рецепторов в этих областях с другими функциональ-
ными системами, прежде всего серотонинергическими, 
активно вовлекаемыми в контроль психоэмоционального 
поведения. В последнее время появились свидетельства 
того, что стрессорные воздействия способны изменить, 
например, через усиление серотонинергической нейро-
трансмиссии (Robertson et al., 2005), не только экспрессию 
ГР в областях гиппокампа, но и функциональные, включая 
и транскрипционные (Datson et al., 2013), ответы этой 
структуры на последующее действие глюкокортикоидов, 
что рассматривается как часть молекулярного механизма 
чувствительности к индуцируемым стрессом психопа
тологиям. 

Глюкокортикоидные рецепторы являются важными 
транскрипционными факторами, и в клетках мозга стрес-
сированных животных наблюдается значительное уве-
личение транслокации гормонрецепторного комплекса 
из цитоплазмы в ядро (Noguchi et al., 2010; Caudal et al., 
2014). В дополнение к прямому влиянию на транскрип-
ционную активность геновмишеней вызванные стрессом 
изменения в экспрессии самих рецепторов могут модифи-
цировать последующие ответы генов и связан ных с ними 
функций на стресс, как было, например, показано для экс-
прессии мозгового нейротрофического фактора (BDNF) 
(Alboni et al., 2011). В последнее время значительный 
интерес вызывает наличие возможного взаимо действия 
между стрессорными ответами ГР и BDNF в определении 
эффективности психоэмоциональной адаптации к стрессу 
(ArangoLievano et al., 2015; Daskalakis et al., 2015).

Что касается BDNF, то в свое время  многочисленные 
наблюдения изменений его экспрессии в ответ на стресс 
и повышение уровня глюкокортикоидов инициировали 
создание так называемой нейротрофической гипотезы 
депрессии. Было предположено, что низкий уровень 
BDNF, приводя к снижению количества клеток в мозге, 
является причиной возникновения этого заболевания, 
особенно индуцируемого стрессом, в то время как повы-
шение уровня BDNF, активирующее нейрогенез, лежит 
в основе терапевтических эффектов антидепрессантов 
(Duman, Monteggia, 2006). Глюкокортикоиды могут ре-
гулировать экспрессию BDNF через активацию ГР как 
транскрипционных факторов (Hansson et al., 2006). Кроме 
того, глюкокортикоиды могут влиять на функции BDNF, 
активируя его Trkрецепторы (Jeanneteau et al., 2008). Од-
нако оказалось, что в ответ на стресс и глюкокортикоиды 
экспрессия BDNF в мозге, включая и гиппокамп, может не 
только снижаться, но и не изменяться и даже повышаться, 
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а сам по себе нейротрофин не достаточен для коррекции 
многих вызываемых стрессом негативных изменений 
в гиппокампальной структуре (Gray et al., 2013). Вместе 
с тем выяснилось, что мыши с генетически повышенной 
экспрессией ГР в отделах мозга, включая гиппокамп, и ха-
рактеризующиеся устойчивостью к индукции стрессом 
депрессивноподобного поведения, имели в гиппокампе, 
фронтальной коре и миндалине значительно большее со-
держание BDNF, чем животные дикого генотипа (Schulte
Herbrüggen et al., 2006). Было также обнаружено, что 
BDNF может влиять на ГРспецифический транскриптом, 
а совместное добавление дексаметазона и BDNF в куль-
туру нейронов индуцировало экспрессию ГРотвечающих 
генов, вовлекаемых в контроль нейронального роста 
и дифференцировки (Lambert et al., 2013). Такой эффект, 
как показано в этой работе, может быть обусловлен ин-
дукцией BDNF фосфорилирования ГР. 

Взаимодействие BDNF и ГР полагают в настоящее 
время важным событием в патогенезе индуцируемых 
стрессом психопатологий. Комбинация одновременно 
низких уровней экспрессии ГР и BDNF способствует 
восприимчивости к развитию этих патологий как в под-
ростковом, так и взрослом возрасте, особенно в условиях 
дополнительных стрессорных воздействий (Daskalakis 
et al., 2015). Однако и высокие уровни эти параметров 
могут представлять риск если не развития, то, по край-
ней мере, усугубления негативных психоэмоциональных 
проявлений. Так, выживание индивида в угрожающих 
условиях зависит не только от сиюминутного ответа на 
стрессор, но и от способности запоминать и интегрировать 
информацию о действующем стрессоре с целью исполь-
зовать этот опыт в будущем (Finsterwald, Alberini, 2014). 
Полагают, что активация ГР при стрессе способствует 
консолидации памяти через запуск BDNF / CREB(cAMP 
response elementbinding protein)зависимого пути (Fin
sterwald, Alberini, 2014). Однако остается неясным, как 
это согласуется с данными об угнетающем влиянии 
стресса и глюкокортикоидов на ГР и BDNF, а также 
с ослаблением под их действием когнитивных функций, 
включающих и память. В отличие от адаптивной формы 
памяти, формируемая в условиях стресса и длительно 
сохраняю щаяся контекстуальная память «страха» усугуб
ляет негативные психологические последствия стресса 
и затрудняет процесс реабилитации. Недавно показано 
(Revest et al., 2014), что в усиление этой памяти также 
вовлекается взаимодействие между ГР и BDNF. Авторы 
обнаружили, что активация ГР при стрессе в результа-
те усиленной секреции глюкокортикоидов повышает 
экспрессию белков proBDNF и tPA (tissue plasminogen 
activator). Индукция tPA, в свою очередь, ускоряет про-
цесс образования зрелой формы BDNF из proBDNF, что 
также приводит к увеличению уровня BDNF во время 
стресса и усилению через TrkBErk1/2MAPK сигнальный 
путь контекстуальной памяти. Разрешение противоречий 
между вызываемыми стрессорами и глюкокортикоидами 
ослаблением когнитивных свойств и формированием 
адаптивной и патологической форм памяти и поведения, 
а также выяснение роли и механизмов действия ГР в этих 
эффектах требует дальнейших исследований. 

Представленные в обзоре данные свидетельствуют 
о важной роли ГР в гибком контроле ответов организма 
на стресс и повышение уровня глюкокортикоидов, а также 
сложных молекулярных путях, вовлекаемых в обусловлен-
ные этими воздействиями психоповеденческие эффекты. 
Имеется все большее количество свидетельств взаимодей-
ствия ГР с BDNF, открывающих вопросы о механизмах 
этих взаимодействий, особенно в ранние периоды жизни 
индивида. Дальнейшее исследование этих механизмов 
и молекулярных путей будет способствовать развитию 
новых средств терапии психиатрических расстройств, 
обусловленных неблагоприятными стрессорными воз-
действиями.

Acknowledgments
The study was done as part of Budgeted Project 03242015
0014 and supported by the Russian Foundation for Basic 
Research, project 150407855а.

Conflict of interest 
The authors declare no conflict of interest.

References
Alboni S., Tascedda F., Corsini D., Benatti C., Caggia F., Capone G., 

Barden N., Blom J.M., Brunello N. Stress induces altered CRE/
CREB pathway activity and BDNF expression in the hippocam-
pus of glucocorticoid receptorimpaired mice. Neuropharmacology. 
2011;60(7/8):13371346.

ArangoLievano M., Lambert W.M., Bath K.G., Garabedian M.J., 
Chao M.V., Jeanneteau F. Neurotrophicpriming of glucocorticoid 
receptor signaling is essential for neuronal plasticity to stress and 
antidepressant treatment. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 2015;112(51): 
1573715742.

Barbier E., Wang J.B. Antidepressant and anxiolytic like behaviors in 
PKCI/HINT1 knockout mice associated with elevated plasma corti-
costerone level. BMC Neurosci. 2009;10:132.

Boulle F., Velthuis H., Koedam K., Steinbusch H.W., van den 
Hove D.L., Kenis G., Gabriel C., Mocaer E., Franc B., Rognan D., 
Mongeau R., Lanfumey L. Behavioral and neurochemical character-
ization of TrkBdependent mechanisms of agomelatine in glucocor-
ticoid receptorimpaired mice. Eur. Neuropsychopharmacol. 2016; 
26(1):6577. 

Boyle M.P., Brewer J.A., Funatsu M., Wozniak D.F., Tsien J.Z., Izu-
mi Y., Muglia L.J. Acquired deficit of forebrain glucocorticoid re-
ceptor produces depressionlike changes in adrenal axis regulation 
and behavior. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 2005;102(2):473478.

Brown E.S., Vera E., Frol A.B., Woolston D.J., Johnson B. Effects of 
chronic prednisone therapy on mood and memory. J. Affect. Disord. 
2007;99(13):279283.

Caudal D., Jay T.M., Godsil B.P. Behavioral stress induces regionally
distinct shifts of brain mineralocorticoid and glucocorticoid receptor 
levels. Front. Behav. Neurosci. 2014;8:19.

Chen J., Wang Z.Z., Zuo W., Zhang S., Chu S.F., Chen N.H. Effects of 
chronic mild stress on behavioral and neurobiological parameters – 
role of glucocorticoid. Horm. Behav. 2016;78:150159.

Daskalakis N.P., De Kloet E.R., Yehuda R., Malaspina D., Kranz T.M. 
Early life stress effects on glucocorticoidBDNF interplay in the hip-
pocampus. Front. Mol. Neurosci. 2015;8:68.

Datson N.A., van den Oever J.M., Korobko O.B., Magarinos A.M., 
de Kloet E.R., McEwen B.S. Previous history of chronic stress 
changes the transcriptional response to glucocorticoid challenge in 
the dentate gyrus region of the male rat hippocampus. Endocrinol-
ogy. 2013;154(9):32613272.



Глюкокортикоидная гипотеза депрессии: 
история и перспективы

Г.Т. Шишкина 
 Н.Н. Дыгало

202 Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 20 • 2 • 2016

de Kloet E.R., Derijk R.H., Meijer O.C. Therapy Insight: is there an 
imbalanced response of mineralocorticoid and glucocorticoid recep-
tors in depression? Nat. Clin. Pract. Endocrinol. Metab. 2007;3(2): 
168179.

de Kloet E.R., Oitzl M.S., Joëls M. Functional implications of brain 
corticosteroid receptor diversity. Cell Mol. Neurobiol. 1993;13(4): 
433455.

Duman R.S., Monteggia L.M. A neurotrophic model for stressrelated 
mood disorders. Biol. Psychiat. 2006;59(12):11161127.

Eraslan E., Akyazi İ., ErgülEkiz E., Matur E. Noise stressinduced 
changes in mRNA levels of corticotropinreleasing hormone family 
molecules and glucocorticoid receptors in the rat brain. Folia Biol. 
(Praha). 2015;61(2):6673.

Finsterwald C., Alberini C.M. Stress and glucocorticoid receptorde-
pendent mechanisms in longterm memory: from adaptive responses 
to psychopathologies. Neurobiol. Learn. Mem. 2014;112:1729.

Fujikawa T., Soya H., Fukuoka H., Alam K.S., Yoshizato H., McEw-
en B.S., Nakashima K. A biphasic regulation of receptor mRNA ex-
pressions for growth hormone, glucocorticoid and mineralocorticoid 
in the rat dentate gyrus during acute stress. Brain. Res. 2000;874(2): 
186193.

Gibbons J.L. Cortisol secretion rate in depressive illness. Arch. Gen. 
Psychiat. 1964;10:572575.

Gould E., Tanapat P. Stress and hippocampal neurogenesis. Biol. Psy-
chiat. 1999;46(11):14721479.

Gray J.D., Milner T.A., McEwen B.S. Dynamic plasticity: the role of 
glucocorticoids, brainderived neurotrophic factor and other trophic 
factors. Neuroscience. 2013;239:214227.

Hansson A.C., Sommer W.H., Metsis M., Strömberg I., Agnati L.F., 
Fuxe K. Corticosterone actions on the hippocampal brainderived 
neurotrophic factor expression are mediated by exon IV promoter. J. 
Neuroendocrinol. 2006;18(2):104114.

Harris A.P., Holmes M.C., de Kloet E.R., Chapman K.E., Seckl J.R. 
Mineralocorticoid and glucocorticoid receptor balance in control of 
HPA axis and behaviour. Psychoneuroendocrinology. 2013;38(5): 
648658.

Herbert J. Cortisol and depression: three questions for psychiatry. Psy-
chol. Med. 2013;43(3):449469.

Holsboer F. The corticosteroid receptor hypothesis of depression. Neu-
ropsychopharmacology. 2000;23(5):477501.

Holsboer F., Barden N. Antidepressants and hypothalamicpituitary
adrenocortical regulation. Endocr. Rev. 1996;17(2):187205.

Jahn H., Schick M., Kiefer F., Kellner M., Yassouridis A., Wiede-
mann K. Metyrapone as additive treatment in major depression: 
a doubleblind and placebocontrolled trial. Arch. Gen. Psychiat. 
2004;61(12):12351244.

Jeanneteau F., Garabedian M.J., Chao M.V. Activation of Trk neuro-
trophin receptors by glucocorticoids provides a neuroprotective ef-
fect. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2008;105(12):48624867.

Karandrea D., Kittas C., Kitraki E. Forced swimming differentially af-
fects male and female brain corticosteroid receptors. Neuroendocri-
nology. 2002;75(4):217226.

Kelly W.F., Checkley S.A., Bender D.A., Mashiter K. Cushing’s syn-
drome and depression – a prospective study of 26 patients. Br. J. 
Psychiat. 1983;142:1619.

Kendler K.S., Karkowski L.M., Prescott C.A. Causal relationship be-
tween stressful life events and the onset of major depression. Am. J. 
Psychiat. 1999;156(6):837841.

Kim J.B., Ju J.Y., Kim J.H., Kim T.Y., Yang B.H., Lee Y.S., Son H. 
Dexamethasone inhibits proliferation of adult hippocampal neuro-
genesis in vivo and in vitro. Brain Res. 2004;1027(1/2):110.

Kling M.A., Coleman V.H., Schulkin J. Glucocorticoid inhibition in the 
treatment of depression: can we think outside the endocrine hypo-
thalamus? Depress Anxiety. 2009;26(7):641649.

Lambert W.M., Xu C.F., Neubert T.A., Chao M.V., Garabedian M.J., 
Jeanneteau F.D. Brainderived neurotrophic factor signaling rewrites 
the glucocorticoid transcriptome via glucocorticoid receptor phos-
phorylation. Mol. Cell Biol. 2013;33(18):37003714.

Larkin H., Shields J.J., Anda R.F. The health and social consequences 
of adverse childhood experiences (ACE) across the lifespan: an in-
troduction to prevention and intervention in the community. J. Prev. 
Interv. Commun. 2012;40(4):263270.

Lehmann M.L., Brachman R.A., Martinowich K., Schloesser R.J., 
Herkenham M. Glucocorticoids orchestrate divergent effects on 
mood through adult neurogenesis. J. Neurosci. 2013;33(7):2961
2972.

Mayer J.L., Klumpers L., Maslam S., de Kloet E.R., Joëls M., Lucas
sen P.J. Brief treatment with the glucocorticoid receptor antagonist 
mifepristone normalises the corticosteroneinduced reduction of 
adult hippocampal neurogenesis. J. Neuroendocrinol. 2006;18(8): 
629631.

Mizoguchi K., Ishige A., Aburada M., Tabira T. Chronic stress attenu-
ates glucocorticoid negative feedback: involvement of the prefrontal 
cortex and hippocampus. Neuroscience. 2003;119(3):887897.

Mondelli V., Pariante C.M., Navari S., Aas M., D’Albenzio A., Di For
ti M., Handley R., Hepgul N., Marques T.R., Taylor H., Papadopou-
los A.S., Aitchison K.J., Murray R.M., Dazzan P. Higher cortisol 
levels are associated with smaller left hippocampal volume in first
episode psychosis. Schizophr. Res. 2010;119(13):7578.

Noguchi T., Makino S., Matsumoto R., Nakayama S., Nishiyama M., 
Terada Y., Hashimoto K. Regulation of glucocorticoid receptor tran-
scription and nuclear translocation during single and repeated immo-
bilization stress. Endocrinology. 2010;151(9):43444355.

Oitzl M.S., Champagne D.L., van der Veen R., de Kloet E.R. Brain 
development under stress: hypotheses of glucocorticoid actions re-
visited. Neurosci. Biobehav. Rev. 2010;34(6):853866.

Pariante C.M. Depression, stress and the adrenal axis. J. Neuroendocri-
nol. 2003;15(8):811812.

Pariante C.M., Miller A.H. Glucocorticoid receptors in major depres-
sion: relevance to pathophysiology and treatment. Biol. Psychiat. 
2001;49(5):391404.

Paskitti M.E., McCreary B.J., Herman J.P. Stress regulation of adreno-
corticosteroid receptor gene transcription and mRNA expression in 
rat hippocampus: timecourse analysis. Brain. Res. Mol. Brain Res. 
2000;80(2):142152.

Post R.M. Transduction of psychosocial stress into the neurobiology of 
recurrent affective disorder. Am. J. Psychiat. 1992;149(8):9991010.

Putman P., Roelofs K. Effects of single cortisol administrations on hu-
man affect reviewed: Coping with stress through adaptive regula-
tion of automatic cognitive processing. Psychoneuroendocrinology. 
2011;36(4):439448.

Reul J.M., de Kloet E.R. Two receptor systems for corticosterone in rat 
brain: microdistribution and differential occupation. Endocrinology. 
1985;117(6):25052511.

Reul J.M., Pearce P.T., Funder J.W., Krozowski Z.S. Type I and type II 
corticosteroid receptor gene expression in the rat: effect of adrenal-
ectomy and dexamethasone administration. Mol. Endocrinol. 1989; 
3(10):16741680.

Revest J.M., Le Roux A., RoullotLacarrière V., Kaouane N., Vallée M., 
Kasanetz F., RougéPont F., Tronche F., Desmedt A., Piazza P.V. 
BDNFTrkB signaling through Erk1/2 MAPK phosphorylation me-
diates the enhancement of fear memory induced by glucocorticoids. 
Mol. Psychiat. 2014;19(9):10011009.

Ridder S., Chourbaji S., Hellweg R., Urani A., Zacher C., Schmid W., 
Zink M., Hörtnagl H., Flor H., Henn F.A., Schütz G., Gass P. Mice 
with genetically altered glucocorticoid receptor expression show al-
tered sensitivity for stressinduced depressive reactions. J. Neurosci. 
2005;25(26):62436250.

Risch N., Herrell R., Lehner T., Liang K.Y., Eaves L., Hoh J., Griem A., 
Kovacs M., Ott J., Merikangas K.R. Interaction between the sero-
tonin transporter gene (5HTTLPR), stressful life events, and risk 
of depression: a metaanalysis. J. Amer. Med. Assoc. 2009;301(23): 
24622471.

Robertson D.A., Beattie J.E., Reid I.C., Balfour D.J. Regulation of cor-
ticosteroid receptors in the rat brain: the role of serotonin and stress. 
Eur. J. Neurosci. 2005;21(6):15111520.



The glucocorticoid hypothesis of depression: 
history and perspectives

G.T. Shishkina 
N.N. Dygalo

2016
20 • 2

Sapolsky R.M., McEwen B.S. Downregulation of neural corticoste-
rone receptors by corticosterone and dexamethasone. Brain. Res. 
1985;339(1):161165.

Saveanu R.V., Nemeroff C.B. Etiology of depression: genetic and en-
vironmental factors. Psychiatr. Clin. North. Am. 2012;35(1):5171.

SchulteHerbrüggen O., Chourbaji S., Ridder S., Brandwein C., Gass P., 
Hörtnagl H., Hellweg R. Stressresistant mice overexpressing glu-
cocorticoid receptors display enhanced BDNF in the amygdala and 
hippocampus with unchanged NGF and serotonergic function. Psy-
choneuroendocrinology. 2006;31(10):12661277.

Shishkina G.T., Bulygina V.V., Dygalo N.N. Behavioral effects of glu-
cocorticoids during the first exposures to the forced swim stress. 
Psychopharmacology (Berl.). 2015;232(5):851860.

Skupio U., Tertil M., Sikora M., Golda S., WawrzczakBargiela A., 
Przewlocki R. Behavioral and molecular alterations in mice result-
ing from chronic treatment with dexamethasone: relevance to de-
pression. Neuroscience. 2015;286:141150.

Snyder J.S., Soumier A., Brewer M., Pickel J., Cameron H.A. Adult 
hippocampal neurogenesis buffers stress responses and depressive 
behaviour. Nature. 2011;476(7361):458461.

Sonino N., Fava G.A., Raffi A.R., Boscaro M., Fallo F. Clinical cor-
relates of major depression in Cushing’s disease. Psychopathology. 
1998;31(6):302306.

Sterner E.Y., Kalynchuk L.E. Behavioral and neurobiological conse-
quences of prolonged glucocorticoid exposure in rats: relevance 
to depression. Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psychiat. 2010; 
34(5):777790.

Trujillo V., Durando P.E., Suárez M.M. Maternal separation in early 
life modifies anxious behavior and Fos and glucocorticoid receptor 
expression in limbic neurons after chronic stress in rats: effects of 
tianeptine. Stress. 2016;19(1):91103. 

van Praag H.M. Can stress cause depression? Prog. Neuropsychophar-
macol. Biol. Psychiat. 2004;28(5):891907.

Vincent M.Y., Hussain R.J., Zampi M.E., Sheeran K., Solomon M.B., 
Herman J.P., Khan A., Jacobson L. Sensitivity of depressionlike 
behavior to glucocorticoids and antidepressants is independent of 
forebrain glucocorticoid receptors. Brain Res. 2013;1525:115.

Wang Q., Yu K., Wang J., Lin H., Wu Y., Wang W. Predator stress
induced persistent emotional arousal is associated with alterations 
of plasma corticosterone and hippocampal steroid receptors in rat. 
Behav. Brain Res. 2012;230(1):167174.

Wei Q., Lu X.Y., Liu L., Schafer G., Shieh K.R., Burke S., Robin-
son T.E., Watson S.J., Seasholtz A.F., Akil H. Glucocorticoid re-
ceptor overexpression in forebrain: a mouse model of increased 
emotional lability. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 2004;101(32):11851
11856.

Xu Z., Hou B., Zhang Y., Gao Y., Wu Y., Zhao S., Zhang C. Antidepres-
sive behaviors induced by enriched environment might be modu-
lated by glucocorticoid levels. Eur. Neuropsychopharmacol. 2009; 
19(12):868875.

Zhao Y., Xie W., Dai J., Wang Z., Huang Y. The varying effects of short
term and longterm corticosterone injections on depressionlike be-
havior in mice. Brain. Res. 2009;1261:8290.

Zhou J., Li L., Tang S., Cao X., Li Z., Li W., Li C., Zhang X. Effects of 
serotonin depletion on the hippocampal GR/MR and BDNF expres-
sion during the stress adaptation. Behav. Brain Res. 2008;195(1): 
129138.



Экспрессия ключевых генов физиологических функций
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

Functional state 
of the nigrostriatal system 
of Krushinsky – Molodkina rats 
during audiogenic seizure 
expression

N.A. Dorofeeva, L.S. Nikitina, D.V. Zosen, 
M.V. Glazova, E.V. Chernigovskaya

Sechenov Institute of Evolutionary Physiology 
and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, 
Saint- Petersburg, Russia

Neurochemical mechanisms of initiation and 
expression of epileptic seizures are poorly explored, 
and there are no published data that could demon-
strate the functional state of the neuromediator 
systems at the initial state of seizure in the animals 
genetically prone to seizure. In the current work, 
we studied the role of extracellular signal-regulated 
kinase (ERK1/2) in the regulation of the nigrostriatal 
glutamate, GABA and dopamine neurons of Krushin-
sky – Molodkina rats at clonus-tonus and ataxia stages 
of audiogenic seizure. We demonstrated upregulation 
of ERK1/2 activity upon audio stimulation which was 
accompanied by increased activation of Synapsin I 
in the striatum and substantia nigra in comparison 
to intact Krushinsky – Molodkina rats. The observed 
exocytosis activation led to secretion of glutamate 
in the striatum and, as a result, to stimulation 
of seizures. However, at clonus-tonus stage in the stria-
tum we revealed the changes that could participate 
in further inhibition of seizure activity, such as 
increased phosphorylation of tyrosine hydroxylase 
upon increased ERK1/2 activity followed by activation 
of dopamine release in the pars compacta of the 
substantia nigra. At the same time, enhanced D2 
and increased D1 dopamine receptor contents were 
observed. These data revealed attenuation of direct 
(pro-seizure) and indirect (anti-seizure) pathways of 
the regulation of the substantia nigra GABA neurons. 
We demonstrated activation of GABA in the substantia 
nigra pars reticulate, which probably results in the inhi-
bition of glutamate neurons of the thalamus and could 
be one of the mechanisms inhibiting seizure activity 
during ataxia.

Key words: Krushinsky–Molodkina rats; 
immunohistochemistry; Western blot; nigrostriatal 
bundle; dopamine neurons; D1 and D2 dopamine 
receptors; ERK1/2; glutamate; GABA; Synapsin 1.

Нейрохимические механизмы запуска и реализации судорожного 
припадка при эпилепсии в настоящее время остаются мало 
изученными и практически нет работ, оценивающих состояние 
нейромедиаторных систем на ранних этапах судорожных 
припад ков на генетических моделях животных с повышенной 
судорожной готовностью. Было проведено исследование роли 
ERK1/2 киназ (extracellular signal-regulated kinase) в регуляции 
активности глутамат-, ГАМК- и дофаминергических нейронов 
нигростриатной системы крыс линии Крушинского – Молодкиной 
на клонико-тонической стадии и на стадии атаксии аудиогенного 
судорожного припадка. Показано, что при предъявлении крысам 
линии Крушинского – Молодкиной специфического звукового 
раздражителя происходит увеличение активности ERK1/2 киназ 
в стриатуме и в черной субстанции по сравнению с интактными 
крысами Крушинского – Молодкиной, что сопровождается уси ле-
нием активности Synapsin 1. В результате активации экзоцито за 
усиливается выброс глутамата в стриатуме, что приводит к ини-
циации судорог. Однако на стадии клонико-тонических стадий 
в стриатуме мы выявили ряд изменений, приводящих к остановке 
судорожного припадка. Повышение фосфорилирования тирозин-
гидроксилазы в компактной части черной субстанции за счет 
усиления активности ERK1/2 киназ приводит к интенсивному 
выбросу дофамина в стриатуме. При этом происходит увеличе-
ние содержания D2- и снижение D1-рецепторов, что указыва ет 
на ослабление D1 (проэпилептического) и активации D2 (антиэпи-
лептического) зависимых путей регуляции ГАМК-ергических 
нейронов черной субстанции. Мы показали увеличение содержа-
ния ферментов синтеза ГАМК в ретикулярной части черной суб-
станции, что, возможно, приводит к ингибированию глутамат ерги-  
ческих нейронов таламуса и является одним из механизмов 
торможения судорожной активности на стадии атаксии.

Ключевые слова: крысы Крушинского – Молодкиной; 
иммуногистохимия; Вестерн блотинг; нигростриатная система; 
дофаминергические нейроны; D2- и D1-рецепторы дофамина; 
ERK1/2; глутамат; ГАМК; Synapsin 1.
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Эпилепсия – одно из распространенных невроло-
гических заболеваний, которым страдают 0,5–1 % 
мирового населения (Hauser, 1994). В настоящее 

время для изучения механизмов формирования эпилепти
формной активности широко используются эксперимен-
тальные модели аудиогенной эпилепсии на животных, 
имеющих генетическую предрасположенность к судо-
рожным припадкам. Одной из таких экспериментальных 
моделей являются крысы инбредной линии Крушинско-
го – Молодкиной (Крушинский, 1960). Животные этой 
линии, характеризующиеся двухволновым клоникото-
ническим припадком, который возникает у них в ответ 
на звук высокой мощности, были получены на основе 
аутбредной популяции крыс Вистар. 

Значительную роль в регуляции двигательной активно-
сти, в том числе судорожных припадков, играет комплекс 
структур базальных ганглиев (Deransart, Deraulis, 2002). 
Центральным звеном системы базальных ганглиев можно 
считать стриатум, в котором происходит сбор и анализ 
информации, приходящей из других отделов мозга (Gray
biel, 1990; Gurney et al., 2004). 

В работе рассмотрена дорсолатеральная часть стри-
атума, которая, помимо глутаматергических проекций 
из сенсомоторной и ассоциативной областей коры, ин-
нервируется дофаминергическими нейронами черной 
субстанции, в свою очередь, получающими проекции от 
ГАМКергических нейронов стриатума (LyndBalta, Haber, 
1994; Durieux et al., 2012). В настоящее время принято 
различать две субпопуляции длинноаксонных умеренно
шипиковых ГАМКергических нейронов, различающихся 
по направлению эфферентных проекций и составу экс-
прессируемых белков. Первая субпопуляция нейронов 
иннервирует ретикулярную часть черной субстанции, 
характеризуется экспрессией рецептора дофамина D1 
и дает начало просудорожному прямому пути базальных 
ганглиев. Вторая субпопуляция направляет отростки 
к бледному шару, экспрессирует рецептор дофамина D2 
и дает начало непрямому антисудорожному пути базаль-
ных ганглиев (Gerfen et al., 1990; Le Moine, Bloch, 1995). 

Эпилептиформные состояния обусловлены наруше-
нием механизмов, которые обеспечивают баланс между 
возбуждающими и тормозными системами мозга – до-
фамин, глутамат и ГАМКергическими, в том числе 
в базальных ганглиях. Нарушение взаимодействия этих 
систем может происходить на уровне нарушения синтеза 
нейромедиаторов, рецепторного связывания и на этапе 
их выведения за счет изменения в процессах экзоцитоза 
(Bradford, Peterson, 1987; Scharfman, 2007). Одним из коор-
динирующих механизмов влияния дофамина и глутамата 
на активность ГАМКергических нейронов стриатума 
является ERK1/2 сигнальный каскад (Valjent et al., 2000; 
Guerrero et al., 2002; Chen et al., 2004; Nateri et al., 2007). 
Связывание D1рецептора с медиатором вызывает акти-
вацию ERK1/2, что, в свою очередь, повышает активность 
NR2B субъединицы NMDAрецептора (Greengard, 2001; 
Lee et al., 2002). Стимуляция кортикостриатальных про-
екций вызывает активацию фосфорилирования ERK1/2 
киназ в D2позитивных нейронах стриатума (Sgambato et 
al., 1998; Gerfen et al., 2002; Kotecha et al., 2002; Bertran
Gonzalez et al., 2008).

На различных моделях было показано, что ERK1/2 
киназы играют важную роль в формировании различных 
форм эпилепсии у человека и животных (Nateri et al., 2007; 
O’Sullivan et al., 2008; Lindgren et al., 2009; Osterweil et al., 
2010; Glazova et al., 2015). Некоторые авторы рассматри-
вают возможность использования функций ERK1/2 и их 
блокаторов в фармакологии (Nateri et al., 2007; Sebolt
Leopold, Herrera, 2004). Все это позволяет предположить 
участие ERK1/2 киназ в регуляции активности нейронов 
нигростриатной системы в ходе аудиогенных судорожных 
припадков. 

ERK1/2 киназы оказывают влияние на процессы 
биосинтеза нейромедиаторов. Например, они являются 
одним из факторов активации тирозингидроксилазы, 
фосфорилируя ее по серину31 (Haycocket al., 1992). 
ERK1/2 киназы могут не только регулировать интенсив-
ность фосфорилирования ТГ, но и влиять на экспрессию 
гена тирозингидроксилазы, что приводит к усилению 
биосинтеза дофамина (DeCastro et al., 2005; Shah et al., 
2006; Björklund, Dunnett, 2007). ERK1/2 киназы могут 
принимать участие в регуляции нейрональной активности 
также на этапе выведения нейротрансмиттеров, за счет 
активации синтеза и / или активности белков экзоцитоза, 
фосфорилируя Synapsin 1 (Murray et al., 1998; Longuet et 
al., 2005; Vara et al., 2009; Benagiano et al., 2011). При этом 
показано, что белки экзоцитоза вносят существенный 
вклад в процесс эпилептогенеза. Многие авторы рассма-
тривают Synapsin 1 как один из важнейших элементов 
этого процесса (Yamagata et al., 1995; Garcia et al., 2004; 
Etholm, Heggelund, 2009; Vara et al., 2009; Fassio et al., 
2011; Ketzef et al., 2011). 

ERK1/2 являются также важным компонентом, вы-
зывающим индукцию глутаматергической синаптиче-
ской активности, обусловленной усилением экспрессии 
VGLUT2 (vesicular glutamate transporter 2) (Doyle et al., 
2010), являющегося одним из маркеров интенсивности 
выведения глутамата. Кроме того, известна связь между 
нарушением экспрессии VGLUT2 и повышенной судо-
рожной активностью (Schallier et al., 2009). Ранее нами 
было показано, что инактивация ERK1/2 привела к от-
мене или  снижению тяжести судорожных припадков 
у крыс линии Крушинского – Молодкиной, что сопрово-
ждалось торможением выведения глутамата, вызванного 
снижением уровня фосфорилированного Synapsin 1 
в гиппокампе. Это позволило предположить важную роль 
ERK1/2 в инициации судорожной активности (Glazova  
et al., 2015).

Целью нашего исследования являются изучение осо-
бенностей ответа нигростриатной системы крыс линии 
Крушинского – Молодкиной, имеющих генетическую 
предрасположенность к аудиогенным эпилептиформным 
припадкам, и исследование роли ERK1/2 киназ в эпи-
лептогенезе. В работе показано, что в момент возникно-
вения судорожной активности происходит значительная 
активация ERK1/2 киназ как в стриатуме, так и в черной 
субстанции, что, очевидно, приводит к изме нению в со-
стоянии дофамин, глутамат и ГАМКергиче ских систем 
нигростриатного комплекса. 
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Материалы и методы
В качестве модели исследования судорожной готовности 
выбраны крысы инбредной линии Крушинского – Молод-
киной с наследственной аудиогенной эпилепсией. Крысы 
Крушинского – Молодкиной отвечают на звуковой стимул 
полным и стабильным клоникотоническим судорожным 
припадком в 99 % случаев. Повышенная судорожная го-
товность полностью формируется у них к концу третьего 
месяца жизни, и по достижении этого возраста они от-
вечают стабильным судорожным припадком на звуковой 
сигнал (Семиохина и др., 2006). В наших экспериментах 
крыс содержали в индивидуальных клетках вивария при 
естественном освещении и свободном доступе к пище 
и воде. Все процедуры проводили согласно этическим 
принципам, изложенным в Европейской конвенции по 
защите позвоночных животных, исполь зуемых для экспе-
риментальных и других научных целей. В работе исполь-
зовали крыс весом 250–300 г старше трех мес. Судорожная 
активность у крыс линии Крушинского – Молодкиной 
вызывалась звуковым стимулом (интенсивностью 50 дБ, 
частотой 10 кГц), подаваемым с генератора. Судорожное 
поведение крыс тестировалось по следующим характе-
ристикам: наличие и длительность латентного периода 
аудиогенного припадка, «дикого бега», клонических 
и тонических судорог и атаксии. Все крысы были под-
вергнуты звуковой стимуляции за две недели до начала 
эксперимента для проверки их готовности к судорожным 
припадкам и первая, контрольная, группа крыс была вы-
ведена из эксперимента без предъявления звукового сти-
мула. Крыс этого же возраста второй группы подвергали 
звуковой стимуляции и декапитировали на стадии кло-
никотонических судорог после предъявления звукового 
сигнала. Крысы третьей группы были декапитированы 
на стадии атаксии. Все три группы животных были вы-
ведены из эксперимента в один день. Мозг разделяли на 
две половины в сагиттальной плоскости. Далее из одной 
половины иссекали стриатум и черную субстанцию для 
приготовления проб для последующего биохимического 
(Вестернблот) ана лиза. Вторую половину мозга фикси-
ровали в 4 %м пара формальде гиде, разведенном на фос-
фатном буфе ре и охлажденном до 4 °С для последующе
го иммуногистохимического анализа.

Иммуногистохимический метод. После стандарт-
ной предварительной обработки срезы инкубировали 
с первичными антителами к GAD67 (1 : 750, Millipore); 
GAD65 (1 : 750, Abcam); VGLUT2 (1 : 200, Abcam); фосфо
Sinapsin 1 (1 : 500, ProSci Incorporated); фосфоERK1/2 
(Thr202 / Tyr204) (1 : 250, Cell Signaling Technology), 
фосфотирозингидроксилазе (Ser31) (1 : 1 000, Millipore), 
тирозингидроксилазе (1 : 1 000, SigmaAldrich), D1a и D2
рецепторам (1 : 1 000, Millipore) в течение 12 ч при комнат-
ной температуре. После промывки в PBS срезы обраба-
тывали биотинилированными вторичными антителами 
(Vector Labs) и стрептавидинпероксидазным комплексом 
(Sigma Aldrich). Проявление реакции проводили с помо-
щью диаминобензидина (0,05 %) с добавлением перекиси 
водорода (0,01 %). Иммуногистохимические реакции на 
каждый белок проводились одновременно на всех срезах 
в стандартных условиях. Для оценки специфичности 
иммунного окрашивания в каждом случае делали отрица-

тельный контроль (выполнение иммуногистохимической 
реакции без первичных антител), результатом чего было 
отсутствие иммунного окрашивания. Анализ производили 
с помощью светового микроскопа Zeiss Axio Imager A1.

Вестерн-блоттинг. Для приготовления проб из мозга 
иссекали стриатум и черную субстанцию. Белки в пробах 
разделяли с помощью электрофореза в полиакриламидном 
геле по Лэммли (SDSPAGE). Далее белковые фракции 
переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Amersham 
Biosciences, Freiburg, Германия). Использовали те же 
первичные антитела, что и при иммуногистохимическом 
анализе. Для визуализации результатов использовали ECL 
plusсистему (Amersham Biosciences). Денситометриче-
ский анализ проводили с помощью программы ImageJ. 
Уровень экспрессии специфических белков был скоррек-
тирован по сигналу GAPDH, выявляемому для определе-
ния уровня общего количества белка в пробах. Уровень 
фосфорилирования ERK1/2 киназ и тирозингидроксилазы 
был скорректирован по уровню общего количества этих 
белков в пробах. 

Морфофункциональный анализ материала. Коли-
чественная оценка содержания исследуемых веществ 
в стриатуме и черной субстанции проводилась на основа-
нии измерения оптической плотности иммунореактивного 
вещества в телах нейронов или волокнах на микрофото-
графиях с помощью программного обеспечения Видео-
Тест, а также на пленках Вестернблот анализа с помощью 
программного обеспечения ImageJ. Данные были выра-
жены в условных единицах оптической плотности. Кроме 
оценки содержания в нейронах иммунореактивного веще-
ства, в некоторых случаях проводился подсчет количества 
нейронов, давших интенсивную иммуногистохимическую 
реакцию на выявляемые белки. 

Статистический анализ результатов. Все полученные 
данные обрабатывали статистически по tкритерию Стью-
дента, а также по критерию Манна – Уитни, при оценке 
достоверности отличий между группами n = коли честву 
животных в группе. В каждой экспериментальной группе 
было исследовано по пять крыс. Данные представлены 
в виде среднего значения по каждой группе живот-
ных ± стандартное отклонение для среднего значения. 
Достоверными считались отличия при уровне значи
мости p < 0,05.

Результаты
Изменение активности глутаматергических нейронов 
в стриатуме крыс Крушинского –Молодкиной при 
предъявлении звукового сигнала. В стриатуме на стадии 
клоникотонических судорог наблюдалось значительное 
снижение уровня VGLUT2 (рис. 1, а–г). Эти данные 
подтверждает увеличение фосфорилирования Synapsin 1 
(рис. 1, д, е), вызванное повышенной активностью ERK1/2 
киназ (рис. 1, ж). На стадии атаксии, несмотря на высокое 
содержание фосфоERK1/2 киназ, количество активных 
форм Synapsin 1 снижается, хоть и остается несколько 
выше контрольного уровня (рис. 1, д). Видимо, это при-
водит к снижению интенсивности выброса глутамата на 
стадии атаксии и накоплению его в терминальных от-
елах, что выражается в повышении содержания VGLUT2 
(рис. 1, а).

Функциональное состояние нигростриатной системы крыс 
линии Крушинского – Молодкиной в ходе аудиогенных судорог
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Изменение активности ГАМК-ергических нейронов в стриатуме и чер-
ной субстанции крыс Крушинского – Молодкиной при предъявлении 
звукового сигнала. Содержание GAD67 увеличивается уже на этапе воз-
никновения судорожной активности и остается повышенным до конца стадии 
атаксии (рис. 2, а, б). 

В волокнах ретикулярной части черной субстанции крыс Крушинско-
го – Молодкиной на всех этапах судорог наблюдается повышение содержания 
белка GAD67 (рис. 3, а, б), что говорит об усилении уровня синтеза ГАМК. 
Содержание GAD65 на клоникотонической стадии снижается (рис. 3, в), это 
свидетельствует об интенсивном выбросе ГАМК в данной структуре и может 
приводить к торможению ГАМКергических нейронов черной субстанции. 

Изменение активности дофаминергических нейронов в стриатуме 
и черной субстанции крыс Крушинского–Молодкиной при предъявле-
нии звукового сигнала. Вызванный специфическим звуковым стимулом 
судорожный припадок у крыс Крушинского – Молодкиной характеризуется 
повышением активности дофаминергических нейронов компактной части 
черной субстанции, о чем свидетельствует увеличение содержания фосфо
тирозингидроксилазы на фоне снижения общего количества белка тиро-
зингидроксилазы (рис. 4, а–г), что коррелирует с повышением активности 
ERK1/2 киназ. В стриатуме также отмечено повышение уровня фосфотиро-
зингидроксилазы при увеличении содержания общей тирозингидроксилазы  
(рис. 4, д, е).

Повышенная активность дофаминергических нейронов черной субстанции 
приводит к повышению уровня D2рецепторов стриатума на стадии клони-
котонических судорог (рис. 5, а, б), в то время как содержание D1 снижено 
(рис. 5, в–е). Однако уже на стадии атаксии содержание D2рецепторов до-
фамина возвращается к контрольному уровню (рис. 5, а, б). 

Fig. 1. Contents of (а) VGLUT2, (e) phospho-Synapsin 1, and (g) phospho-ERK1/2 in the striatum of Krushinsky – Molodkina rats of the control group 
at tonic-clonic seizure and ataxia.  
The contents of (а) VGLUT2 and (g) phospho-ERK1/2 were assessed from their immunoreactivities on histological slices. (f) The expression level of phospho-
Synapsin 1 was evaluated by Western blot analysis. Optical density is expressed in arbitrary units as mean ± SE. *р < 0.05 vs. control; **р < 0.05 vs. tonic-clonic 
seizure. Immunohistochemical detection of VGLUT2 in the striatum of KM rats: (b) in the control, (c) at tonic-clonic seizure, and (d) ataxia. 

Fig. 2. Contents of GAD67 (a, b) in the striatum 
of Krushinsky – Molodkina rats in the control 
at tonic-clonic seizure and ataxia measured by 
Western blot analysis. 
Optical density is presented in arbitrary units. 
Data are shown as mean ± SE. *р < 0.05 vs. control.
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Fig. 3. Contents of (а, b) GAD67 and (c) 
GAD65 in the substantia nigra of Krushinsky –
Molodkina rats in the control and at tonic-
clonic seizure and ataxia measured by Western 
blotting. 
Optical density is presented in arbitrary units. 
Data are shown as mean ± SE. *р < 0.05 vs. control.

Fig. 4. Contents of phospho-tyrosine hydroxylase determined by immunohistochemical methods 
in the substantia nigra (а): (b) in the control, (c) at tonic-clonic seizure, and (d) at ataxia. (e, f ) Con-
tents of phospho-tyrosine hydroxylase in the striatum measured by Western blotting. 
Optical density is presented in arbitrary units. Data are shown as mean ± SE. *р < 0.05 vs. control.

Обсуждение
Нейрохимические механизмы за-
пуска и реализации судорожного 
припадка при эпилепсии в настоящее 
время остаются малоизученными. 
Нами было проведено сопоставле-
ние состояния основных нейроме-
диаторных систем нигростриатного 
комплекса крыс Крушинского – Мо-
лодкиной на клоникотонической 
стадии и стадии атаксии. При этом 
необходимо отметить, что интерпре-
тировать характер изменений при 
взятии мозга на стадии клоникото-
нического припадка сложно. С одной 
стороны, это могут быть механизмы, 
направленные на запуск судорожной 
активности, с другой – выявленные 

изменения могут являться результатом истощения активно работающих ней-
ромедиаторных систем, что приводит к прекращению припадка и переходу 
крыс в стадию атаксии. 

Судорожный припадок у крыс линии Крушинского – Молодкиной разви-
вается в течение нескольких секунд после предъявления звукового сигнала, 
что заставляет предположить, что на нейрохимическом уровне изменения 
активности возбуждающих и тормозных нейротрансмиттеров должны быть 
связаны с быстрыми процессами, в том числе с выбросом нейронтрансмит-
теров в синапсах. Действительно, зависимость эпилептиформной активности 
от уровня экспрессии белков, отвечающих за выведение нейротрансмиттеров, 
была показана в экспериментах на нокаутных животных (Kataoka et al., 2011; 
Matveeva et al., 2012; Corradini et al., 2014). Кроме того, вероятен вклад измене-
ния баланса фосфорилирования – дефосфорилирования белков в реализацию 
судорожного припадка. Нами ранее было показано, что крысы Крушинско-
го – Молодкиной в интактном состоянии характеризуются повышенным со-
держанием VGLUT2 в стриатуме, являющегося маркером глутаматергических 
нейронов (Doro feeva et al., 2015). Мы предположили, что это свидетельствует 
о накоплении нейромедиатора в терминальных отделах изза нарушения его 
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выведения в результате пониженной 
интенсивности фосфорилирования 
Synapsin 1 (Dorofeeva et al., 2015). 
На клоникотонической стадии су-
дорожного припадка наблюдается 
повышение содержания фосфо
Synapsin 1 на фоне усиливающейся 
активности ERK1/2 киназ. Все это 
сопровождается заметным снижени-
ем количества VGLUT2 в стриатуме, 
что, вероятно, свидетельствует об 
активном выбросе медиатора в си-
наптическое пространство и связы-
вании глутамата с рецепторами экс-
прессируемыми ГАМКергическими 
нейронами. Ра нее было показано, 
что снижение уров ня фосфорилиро-
вания Synapsin 1 при инактивации 
ERK1/2 киназ в ходе аудиогенного 
припадка сопровождается накопле-
нием VGLUT2 в стриатуме, а также 
в гиппокампе (Glazova et al., 2015). 
Совокупность этих данных указывает 
на зависимость выброса глутамата от 
активности ERK1/2 киназ. Таким об-
разом, интенсивная нейротрансмис-
сия глутамата в стриатуме является 
одной из возможных причин воз-
никновения судорожного припадка.

Быстрое увеличение содержания 
выявляемых белков на стадии кло-
никотонических судорог вызывает 
удивление, однако различия, опи-
санные нами, являются статисти
че ски достоверными. Мы показали 
по вышение GAD67 в стриатуме на 
кло никотонической стадии (при-
близительно через 20–30 с после по-
дачи звука), что можно рас сматривать 
как начальный этап восстановления 
запасов ГАМК, израсходованного 
в предыдущие этапы судорожного 
припадка, так как известно, что 
GAD67, являющийся конститутив-
ным белком, в основном отвечает 
за синтез ГАМК (Asada et al., 1997). 
Дальнейшее увеличение его со-
держания на стадии атаксии может 
являться одной из причин остановки 
судорожного припадка. Интенсив-
ность синтеза ГАМК в стриатуме 
в большой степени зависит от актив-
ности дофаминергической систе-
мы черной субстанции. На стадии 
клоникото нических судорог мы 
отметили повышение уровня фосфо-
рилирования тирозингидроксилазы 
по Ser31 в компактной части черной 
субстанции. Активация тирозинги-
дроксилазы может быть следствием 

усиления фосфорилирования ERK1/2 киназ при предъявлении крысам звуко-
вого сигнала. Кроме того, при подаче звукового сигнала на фоне увеличения 
активности дофаминергических нейронов черной субстанции происходит 
изменение содержания рецепторов дофамина в стриатуме: повышение уровня 
D2 и снижение D1. В настоящее время показано, что оба типа этих рецепторов 
вовлечены в регуляцию активности ГАМКергических нейронов стриатума. 
Стимуляция D1 приводит к усилению, в то время как стимуляция D2 приво-
дит к ослаблению выведения ГАМК в экспериментах in vivo и in vitro (Girault 
et al., 1986; Bernath, Zigmond, 1989; Floran et al., 1990). На основании полу-
ченных результатов и данных литературы можно сделать вывод о том, что 
в момент судорожного припадка у крыс Крушинского – Молодкиной проис-
ходит интенсивный выброс дофамина в стриатуме, вызывающий увеличение 
экспрессии D2рецепторов дофамина и последующее торможение выброса 
ГАМК D2экспрессирующими ГАМКергическими нейронами стри атума. 
Это приводит к инактивации непрямого (антисудорожного) пути регуляции 
ГАМКергических нейронов черной субстанции. Снижение содержания D1
рецепторов на клоникотонической стадии приводит также к торможению 
выведения ГАМК. В результате происходит также инактивация прямого (про-
судорожного) пути регуляции ГАМКергических нейронов черной субстанции, 

Fig. 5. Contents of (а, b) dopamine D2 receptors detected by Western blotting and (c) D1 recep-
tors in Krushinsky – Molodkina rats revealed by immunohistochemistry: (d) in control, (e) at tonic-
clonic seizure, and (f) at ataxia. 
Optical density is presented in arbitrary units. Data are shown as mean ± SE. *р < 0.05 vs. control.
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что приводит к активации этих нейронов, о чем свидетель-
ствует повышение содержания GAD65 в ретикулярной 
части черной субстанции. Усиление тормозного влияния 
ГАМКергических нейронов ретикулярной части черной 
субстанции на глутаматергические нейроны таламуса, 
очевидно, приводит к снижению моторной активности 
на стадии атаксии.

Несмотря на сложность интерпретации и необходи-
мость критической оценки полученных результатов, 
мы рискнули сделать следующее заключение. Одной из 
основных причин возникновения судорожного припадка 
можно считать активацию ERK1/2 киназ в стриатуме крыс 
Крушинского – Молодкиной, приводящую к интенсивно-
му фосфорилированию Synapsin 1. Повышенная актив-
ность ERK1/2зависимого белка Synapsin 1 в стриатуме 
сопровождается уменьшением содержания VGLUT2, 
что свидетельствует об усилении экзоцитоза глутамата. 
Однако на стадии клоникотонических стадий мы выяви-
ли ряд изменений в стриатуме, приводящих к остановке 
судорожного припадка. Повышение фосфорилирования 
тирозингидроксилазы в компактной части черной субстан-
ции за счет усиления активности ERK1/2 киназ вызывает 
интенсивный выброс дофамина в стриатуме. При этом 
мы наблюдаем увеличение содержания D2 и снижение 
D1рецепторов, что указывает на ослабление D1 и D2 
опосредованных путей регуляции стриатумом ГАМК
ергических нейронов черной субстанции, приводящее 
к усилению их активности и, как следствие, к ингиби-
рованию глутаматергических нейронов таламуса, что, 
возможно, является одним из механизмов торможения 
судорожной активности.
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Early life stress events can produce long-lasting 
changes in neurochemistry and behaviors related to 
monoamine systems, with increased risks of cardio-
vascular, metabolic, neuroendocrine, psychiatric 
disorders, generalized anxiety and depression 
in adulthood. Tyrosine hydroxylase (TH), the key 
enzyme for catecholamine synthesis, also plays 
an important role in the activity of the noradrenergic 
system and may be a target for glucocorticoids during 
the perinatal programming of physiological functions 
and behavior. Administration of hydrocortisone or 
dexamethasone to female rats on day 20 of pregnancy 
and to 3-day-old neonatal pups significa tly 
increased TH mRNA levels (real-time PCR) and enzyme 
activity as well as protein levels determined by ICH 
in the locus coeruleus. Moreover, our treatment led 
to increase in TH mRNA levels in 25- and 70-day-old 
animals, as well as an increase in enzyme activity 
in the brain stem and cerebral cortex of adult rats. 
The long-term changes in TH expression are limited by 
the perinatal period of development. Administration 
of hormones on day 8 of life was not accompanied 
by changes in TH mRNA levels or enzyme activity. 
Glucocorticoids use several mechanisms to bring 
about transactivation or transrepression of genes. 
The main mechanism includes direct binding 
of the hormone-activated GRs to glucocorticoid 
res ponsive elements (GREs) in the promoter region 
of genes. However, despite optimistic claims made 
the classical GRE was not found in the TH gene 
promoter. Protein – protein interactions between 
hormone-activated GR and other transcription factors, 
for example, AP-1, provide an additional mechanism 
for the effects of glucocorticoids on gene expression. 
An important feature of this mechanism is its depen-
dence on the composition of proteins formed by 
AP-1. Hormone-activated GRs are able to enhance 
gene expression when AP-1 consists of the Jun / Jun 
homodimer, but do not do that when AP-1 appears 
as the Jun / Fos heterodimer. Furthermore, as has 
been shown recently, the GRE / AP-1 composite site is 
the major site of interaction of glucocorticoids with 

В основе долговременных изменений нейрохимических систем 
мозга и регулируемых ими физиологических функций и поведения 
под действием неблагоприятных факторов раннего онтогенеза 
находится изменение экспрессии важных для функционирования 
нейрохимической системы генов. Ключевой фермент биосинтеза 
катехоламинов, тирозингидроксилаза (ТГ), определяет активность 
нейрохимической системы и индуцируется гормонами стресса, 
глюкокортикоидами, in vitro и in vivo. Анализ собственных и лите-
ратурных данных по влиянию гормонов стресса – глюкокор ти-
ко идов – в критические периоды перинатального онтогенеза 
на экспрессию гена ТГ, уровень его белка и активность фермента 
в процессе развития, а также рассмотрение возможных меха-
низмов такого влияния послужило задачей обзора. Введение 
дексаметазона или гидрокортизона повышает через 6 ч уровень 
мРНК ТГ в стволе мозга 20-суточных плодов и трехдневных 
крысят, что сопровождается увеличением активности фермента 
и иммуногистохимически выявляемого белка ТГ в стволе мозга. 
Изменение экспрессии гена ТГ в критический период раннего 
развития приводит к повышению уровня мРНК ТГ в стволе мозга 
25- и 70-дневных крысят и активности фермента в стволе и коре 
мозга взрослых животных. Период чувствительности ТГ к уровню 
глюкокортикоидов зависит от возраста. Введение гормонов 
на восьмой день жизни не сопровождается изменениями 
в уровне мРНК и активности фермента. Промотор гена ТГ не имеет 
классического функционально активного гормонозависимого 
элемента. Механизм гормональной индукции экспрессии ТГ 
может быть основан на неканоническом пути действия глюко-
кор тикоидов в результате известного белок-белкового взаимо-
действия глюкокортикоидного рецептора с другими транскрип-
ционными факторами, такими как белки АР-1 комплекса. Именно 
этот механизм регуляции экспрессии ТГ дексаметазоном уста-
новлен для культуры феохромацитомы. Доказательство существо-
вания подобного механизма для глюкокортикоидной регуляции 
ТГ in vivo необходимо для понимания многообразия уровней 
регуляции экспрессии нейрогенов факторами внешней среды. 

Ключевые слова: тирозингидроксилаза; глюкокортикоиды; 
онтогенетическое программирование; экспрессия генов; 
головной мозг.
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the TH gene in the pheochromocytoma cell line. 
Ontogenetic variation in the expression of Fos and 
Jun family proteins, which affects their ratio, can be 
one of the reasons for the TH gene regulation by 
glucocorticoids at near-term fetuses and neonates. 
However, to date this hypothesis has been sup-
ported only by in vitro data, and the existence 
of this mechanism in in vivo conditions needs to be 
explored in further studies.

Key words: tyrosine hydroxylase; glucocorticoids; 
ontogenetic programming; gene expression; brain.
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Неблагоприятные условия протекания перинатально-
го онтогенеза, как правило, стрессорные, вызывают 
долговременные, сохраняющиеся на протяжении 

длительного периода времени, последствия. Это фунда-
ментальное явление, подкрепленное эпидемиологиче-
скими данными, получило название «онтогенетическое 
программирование» (Barker, 1995). Повышение уровня 
гормонов стресса, глюкокортикоидов, и даже такие слабые 
воздействия, как снижение качества материнской заботы 
в первые дни / месяцы жизни, нарушают функциониро-
вание медиаторных систем и регулируемых ими разных 
форм поведения, в том числе сопряженных со страхом 
и тревожностью (Harris, Seckl, 2011; Markham, Koenig, 
2011; Bingham et al., 2013; Gallo et al., 2013; Reynolds, 
2013). Несмотря на очевидную важность выяснения 
процессов, обеспечивающих долговременное програм-
мирование нейрохимии мозга и поведения, механизмы, 
лежащие в их основе, до сих пор остаются до конца не-
ясными. Как было показано, в том числе и в наших иссле-
дованиях, даже кратковременное изменение экспрессии 
ключевых для функции нейрохимической системы генов 
в критические периоды онтогенеза способно в дальней-
шем вызывать изменение психоэмоциональных реакций 
(Shishkina et al., 2004a, b; Dygalo et al., 2008). 

Норадренергическая система мозга, наряду с серото-
нинергической, относится к модулирующим медиатор-
ным системам и принимает непосредственное участие 
в регуляции многих физиологических систем и функций, 
а также различных психопатологий. Ключевым фермен-
том синтеза норадреналина, определяющим функцию 
медиаторной системы, является тирозингидроксилаза 
(ТГ) (Kvetnansky et al., 2009; Tekin et al., 2014). Экспрес-
сия гена этого фермента, не имеющего классического 
функционально активного гормонозависимого элемента 
(Sabban, Kvetnansky, 2001), тем не менее, индуцируется 
глюкокортикоидами in vitro и in vivo (Rani et al., 2009; 
Kalinina et al., 2012). Анализ собственных и литературных 
данных по влиянию гормонов стресса – глюкокортикои-
дов – в критические периоды перинатального онтогенеза 
на экспрессию гена ТГ, уровень его белка и активность 
фермента в процессе развития, а также рассмотрение воз-
можных механизмов такого влияния послужили задачей 
данного обзора. 

Тирозингидроксилаза:  
ген, белок, локализация
Тирозингидроксилаза (ЕС 1.14.16.2) – фермент, который 
лимитирует скорость биосинтеза дофамина и норадрена-
лина, превращая тирозин в диоксифенилаланин (ДОФА) 
с использованием молекулярного кислорода и кофакто
ра – тетрагидробиоптерина (Nagatsu et al., 1964; Kvetnan-
sky et al., 2009; Tekin et al., 2014). 

В геноме большинства организмов ген ТГ присутству-
ет в виде одной копии, за исключением костистых рыб 
(Candy, Collet, 2005; Yamamoto et al., 2010), с разным 
числом экзонов: семь у дрозофилы (FriggiGrelin et al., 
2003), 13 у большинства млекопитающих, 14 у человека 
(Lenartowski, Goc, 2011). Ген ТГ человека расположен 
на коротком плече 11й хромосомы (Craig et al., 1986; 
Bademci et al., 2012). Соседство последовательности, ко-
дирующей ТГ, с последовательностью инсулиноподобного 
гена эволюционно сохранилось в хромосомах позвоноч-
ных (HernandezSanchez et al., 2006). В геноме мыши такая 
синтенная область находится в конце 7й, а у крыс – 1й 
хромосомы (Tekin et al., 2014). У большинства млекопи-
тающих с гена ТГ синтезируется только один транскрипт 
(Haycock, 2002). У крысы его длина составляет около 1 800 
нуклеотидов, из которых 1 494 кодируют собственно поли-
пептидную цепь фермента, а 35 – в 5ʹ и 265 – в 3ʹобласти 
являются некодирующими участками (Kvetnansky et al., 
2009; Lenartowski, Goc, 2011). В головном мозге и надпо-
чечниках человека обнаружены четыре формы как мРНК, 
так и, собственно, белка ТГ, отличающиеся наличием 1b 
и / или 2 экзонов и 4 и / или 27 аминокислот соответственно 
(Tekin et al., 2014). Сравнительный анализ промоторов ТГ 
человека, крысы и мыши выявил пять гомологичных об-
ластей, при этом общая гомология между промоторами ТГ 
человека и мыши составляет 47 %, а человека и крысы – не 
более 30 % (Romano et al., 2005).

Стабильность и активность фермента, а также кинети-
ческие свойства его различных изоформ определяются 
длиной последовательности нуклеотидов, с которой 
про исходит синтез самого белка, и числом сайтов фосфо
рилирования мРНК. Трансляция проходит не со всех су-
ществующих форм мРНК ТГ (Haycock, 2002). Изменения 
в стабильности мРНК ТГ и существование различных 
транскриптов за счет альтернативного сплайсинга предо-
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ставляют дополнительные возможности для регуляции 
экспрессии ТГ (Kumer, Vrana, 1996; Tekin et al., 2014).

Белок фермента представляет собой тетрамер, состоя-
щий из 498 аминокислот в каждой субъединице с вариа
бельным Nконцевым регуляторным и консервативным 
каталитическим доменом на Сконце молекулы. Именно 
каталитические домены участвуют в образовании тетра-
мера по типу «лейциновых застежек» (Tekin et al., 2014).

ТГ экспрессируется в катехоламинергических нейронах 
периферической и центральной нервной системы, а также 
в хромаффинных клетках мозгового вещества надпо-
чечников. Фермент обеспечивает как базальный уровень 
дофамина и норадреналина, так и необходимое изменение 
уровней нейромедиаторов при действии эндо и экзоген-
ных стимулов. Максимальная активность фермента в ЦНС 
представлена в области перикарионов катехоламинерги-
ческих нейронов (продолговатый и средний мозг, область 
моста), минимальная – в области их терминалей (кора, 
гиппокамп, мозжечок). Дефинитивные уровни экспрес-
сии гена, белка и активность фермента устанавливаются 
в процессе развития.

Экспрессия тирозингидроксилазы 
в онтогенезе
Развитие нейромедиаторных систем мозга определяет-
ся последовательной активацией каскада морфогенов 
и транскрипционных факторов (Goridis, Rohrer, 2002). 
Пусковым фактором при специализации дорзальной 
части нервной трубки, из которой и закладываются ней-
роны синего пятна ствола мозга, основного источника 
норадренергических нейронов, выступает костный мор-
фогенетический белок (BMP) (Altmann, Brivanlou, 2001; 
VogelHöpker, Rohrer, 2002). Уровень экспрессии ВМР 
определяет место локализации перикарионов этих нейро-
нов – чем сильнее экспрессия белка, тем более дорзально 
закладываются нейроны, продуцирующие норадреналин 
(Barth et al., 1999; Guo et al., 1999). Снижение уровня эн-
догенного ВМР уменьшает число ТГпозитивных клеток 
в культуре клеток ствола мозга 13суточных эмбрионов 
мыши (Holm et al., 2006). Восьмой фактор роста фибро-
бластов (FGF8) является коорганизатором развития клеток 
синего пятна совместно с морфогеном Sonic Hedgehog 
(SHH), регулируя формирование истмуса – границы 
между задним, где и формируются норадренергические 
нейроны, и средним мозгом (Wurst, BallyCuif, 2001; 
Holm et al., 2006). Экспрессия каудальнее истмуса генов 
Eg1 и Eg2, гомологичных генам сегментации насекомых, 
обеспечивает корректное образование клеток синего пятна 
у мышей (Simon et al., 2005). Нормальное развитие нейро-
нов синего пятна происходит благодаря последовательной 
активации четырех транскрипционных факторов: Mash1, 
Phox2a, Phox2b и Rnx / Tlx3 (Morin et al., 1997; Hirsch et 
al., 1998; Pattyn et al., 2000; Qian et al., 2001). 

При формировании норадренергических нейронов 
в симпатической нервной системе последовательность ак-
тивации транскрипционных факторов отлична от таковой 
в головном мозге (Goridis, Rohrer, 2002; Hippenmeyer et al., 
2004), что свидетельствует о сложном программировании 
развития нейронов разного происхождения, даже исполь-
зующих один и тот же нейротрансмиттер. Вместе с тем 

транскрипционные факторы Mash1 и Phox2b являются 
основными детерминантами формирования норадре-
нергического фенотипа и мозга, и периферии. В целом 
морфогенез норадренергической системы головного 
мозга начинается в конце первой половины эмбриогенеза, 
проходит с достаточно высокой скоростью и завершается 
в раннем постнатальном периоде развития (Herlenius, 
Lagercrantz, 2004).

Одновременно с закладкой норадренергических 
нейронов ствола мозга начинается экспрессия гена ТГ. 
В стволовой части мозга грызунов мРНК и белок ТГ де-
тектируются на 8й –10й день эмбрионального развития 
(Thomas et al., 1995; Fujinaga, Scott, 1997), в гипоталамусе 
активность фермента определяется с 13го, а в коре мозга 
с 18го дня пренатального развития (Puymirat et al., 1982). 
Низкий у новорожденных крысят уровень мРНК ТГ с воз-
растом увеличивается, но динамика изменения экспрес-
сии гена и активности фермента в разных отделах мозга 
имеет регио нальные особенности (Bonnin et al., 1994; 
Калинина, Дыгало, 2013). Уровень экспрессии гена, белка 
и активности ТГ, характерный для взрослых животных, 
устанавливается к полуторамесячному воз расту. При этом 
наиболее быстрые периоды формирования нейрохимиче-
ской системы, опережающие общее развитие организма, 
у крыс приходятся на конец пренатального онтогенеза 
и четвертую неделю жизни (Kalinina et al., 2012). Воздей-
ствие именно в эти сроки приводит к долговременному 
изменению медиаторной системы и регулируемых ее 
функций, что позволяет считать данные периоды развития 
критическими в онтогенезе норадренергической меди-
аторной системы (Дыгало, Калинина, 1993; Калинина, 
Дыгало, 2013). 

Для нормального развития организма ТГ абсолютно 
необходима (Carson, Robertson, 2002; LopezSanchez et 
al., 2010), нокауты по гену ТГ летальны изза патологии 
сердечнососудистой системы (Zhou et al., 1995). Введение 
ДОФА во время беременности позволяет таким живот-
ным родиться, но без дальнейшей терапии они гибнут 
в первые недели жизни. Фермент меланоцитов – тирози-
наза – способен синтезировать дофамин и норадреналин 
в обход синтеза из ДОФА. Поэтому пигментированные 
нокауты по гену ТГ выживают. Двойные нокауты по ТГ 
и тирозиназе также летальны (Rios et al., 1999). Но даже 
пигментированные нокауты по ТГ мельче своих сороди-
чей дикого генотипа, имеют пониженный тонус сосудов 
и дезорганизацию кардиомиоцитов в целом. Несмотря на 
заместительную терапию ДОФА, у таких мышей сниже-
ны содержание катехоламинов в надпочечниках и мозге, 
уровень кортикостерона в крови (Kobayashi et al., 1995; 
Bornstein et al., 2000). 

В целом экспрессия ТГ в мозге прогрессивно повыша-
ется со второй половины эмбрионального развития, дости-
гая к полуторамесячному возрасту уровня, характерного 
для взрослых животных. Транскрипция ТГ находится под 
контролем целого ряда регуляторных факторов, взаимо-
действующих с промоторной областью гена. 

Регуляция экспрессии тирозингидроксилазы
Активация уже имеющихся молекул ТГ регулируется 
обратимыми реакциями фосфорилирования – дефосфо-



E.V. Sukhareva, T.S. Kalinina 
V.V. Bulygina, N.N. Dygalo

2016
20 • 2

215Expression of genes crucial for physiological functions 

рилирования. ТГ имеет сайты фосфорилирования тремя 
классами протеинкиназ: цАМФзависимыми, кальций
кальмодулинзависимыми, цГМФзависимыми. Основ-
ными сайтами фосфорилирования являются серины в 8, 
19, 31 и 40м положении Nрегуляторного домена белка, 
при этом Ser31 и Ser40 вносят наиболее существенный 
вклад в активацию фермента и присутствуют у видов, 
имеющих множественные формы фермента (Dunkley et 
al., 2004; Lenartowski, Goc, 2011; Tekin et al., 2014).

Все катехоламины ингибируют активность ТГ по меха-
низму отрицательной обратной связи, нарушая сродство 
фермента к кофактору. Активность ТГ снижается при 
усилении обратного захвата медиаторов и увеличива-
ется при повышенном выбросе в синаптическую щель 
(Lenartowski, Goc, 2011). Аллостерические изменения 
конформации белковой молекулы ТГ при взаимодействии 
с полианионами – гепарином, фосфолипидами и т. п. – по-
вышают активность ТГ (Kumer, Vrana, 1996; Tekin et al., 
2014). В естественных условиях ТГ активируется в ответ 
на иммобилизационный стресс как в надпочечниках, так 
и в синем пятне головного мозга, и эти эффекты опосре
дованы различными транскрипционными факторами, 
активация которых зависит от длительности стресса (Sab
ban et al., 2004; Hebert et al., 2005; Kvetnansky et al., 2009). 
Транскрипционная регуляция гена ТГ является комплекс-
ной и тканеспецифичной, поскольку зависит от пула 
транскрипционных факторов в ткани. Существует видовая 
специфичность распределения регуляторных элементов 
в промоторах мышей, крыс и человека (Romano et al., 2005). 

Экспрессия гена регулируется позитивными и нега-
тивными регуляторными элементами промотора гена ТГ 
(Sabban, Kvetnansky, 2001; Kvetnansky et al., 2009). В про-
моторной области гена фермента известны множествен-
ные транскрипционные факторсвязывающие сайты: два 
АР1, SP1, AP2; два CRE; Oct / HEPT мотив; Ebox / бива-
лент и другие, которые позволяют различным факторам, 
таким как Са2+, глюкокортикоиды, уровень кислорода 
и стресс, регулировать уровень мРНК ТГ (Kvetnansky et 
al., 2009; Rani et al., 2009; Lenartowski, Goc, 2011). Наи-
больший вклад в регуляцию транскрипции ТГ вносят 
АР1 (–205 / –195) и CRE (–45 / –38) элементы промотора. 

CRE / CaRE (TGACGTCA) является элементом, обе-
спечивающим основной и индуцированный уровни экс-
прессии гена ТГ (Rani et al., 2009; Lenartowski, Goc, 2011) 
при изменении в клетке уровней цАМФ и Са2+, а также в 
ответ на действие агонистов холинергических рецепторов, 
форболового эфира, никотина, что увеличивает транс-
крипцию гена ТГ. При этом для максимального ответа гена 
ТГ на цАМФзависимые процессы необходима активация 
двух цАМФзависимых сайтов, расположенных в области 
–102 и –73 п. н. (NagamotoCombs et al., 1997).

Проксимальный АР1 (TGATTCA) элемент промотора
ТГ определяет уровень транскрипции гена ТГ в ответ
на воздействие Са2+, агонистов мускариновых рецепто-
ров, гипоксии, форболовых эфиров. В целом наличие
в 5ʹобласти гена ТГ сайтов АР1 и CRE высоко консер-
вативно и обнаружено у всех исследованных на данный
момент видов (Lenartowski, Goc, 2011). Помимо активиру-
ющих транскрипцию элементов, в промоторе ТГ имеются
регуляторные сайты, подавляющие экспрессию гена,

например гептамер (HEPT), расположенный между АР1 
и CRE / CaRE, который взаимодействует с Oct2 и ингиби-
рует транскрипцию гена фермента (Lenartowski, Goc, 2011).

Исследования последних лет свидетельствуют о важном 
вкладе посттранскрипционных процессов в изменение 
активности ТГ головного мозга (Tank et al., 2008; Boschi 
et al., 2015) и надпочечников (Sun et al., 2004). Усиление 
транскрипции гена ТГ может сопровождаться увеличени-
ем стабильности ее мРНК. Установлено, что удлинение 
времени полужизни мРНК ТГ при гипоксии происходит 
в результате взаимодействия РНК со специфическим 
белком, защищающим ее от нуклеаз (Paulding et al., 2002). 

В целом, несмотря на многолетние исследования ре-
гуляции транскрипции и трансляции ТГ, до настоящего 
времени многие детали этих процессов остаются не-
ясными. Как утверждают авторы обзоров, посвященных 
этим вопросам (Lenartowski, Goc, 2011; Tekin et al., 2014), 
появляются все новые факты, подтверждающие слож-
ность и многоэтапность регуляции экспрессии ключевого 
фермента синтеза дофамина и норадреналина. К их числу 
относится проблема механизмов глюкокортикоидной 
регуляции гена ТГ.

Регуляция экспрессии тирозингидроксилазы 
глюкокортикоидами
Действие стресса различной природы – холод, иммоби-
лизация, изоляция, гипогликемия и т. д. – повышает уро-
вень мРНК, белка и активность ТГ как в мозге, так и на 
периферии (Makino et al., 2002; Sabban et al., 2004; Kvet-
nansky et al., 2009). Однако непосредственное введение 
гормонов стресса – глюкокортикоидов – вызывает подчас 
неоднозначные и противоречивые результаты, связанные 
в основном с периодом воздействия, дозой введенного 
гормона, исследуемой линией животных. 

В культуре клеток феохромоцитомы индукция глю-
кокортикоидами экспрессии ТГ установлена много лет 
назад (Lewis et al., 1983) и неоднократно подтверждена 
в дальнейшем (Tank et al., 1986; Fossom et al., 1992; Hagerty 
et al., 2001; Radcliffe et al., 2009; Rani et al., 2009). Более 
того, обработка культуры клеток дексаметазоном была 
использована при определении нуклеотидной последо-
вательности гена ТГ (Lewis et al., 1983). 

Работы ряда исследователей и наши опыты убедитель-
но свидетельствуют о гормональной индукции гена ТГ 
in vivo при введении глюкокортикоидов в раннем онто-
генезе у грызунов, а также об участии ТГ мозга в гор-
монзависимом «онтогенетическом программировании». 
После введения глюкокортикоидов в конце пренаталь ного 
онтогенеза активность фермента в области локализации 
перикарионов нораренергических нейронов повышает
ся уже через 6 ч и оказывается измененной во взрослом 
состоянии (Markey et al., 1982; Дыгало, Калинина, 1993; 
Dent et al., 2001; Калинина, Дыгало, 2013). 

Исследования последних лет показали, что повышение 
активности ТГ в раннем онтогенезе при введении как 
дексаметазона, так и гидрокортизона сопровождается 
увеличением мРНК фермента (Kalinina et al., 2012). Было 
установлено, что период индуцирующего действия глюко-
кортикоидов у грызунов охватывает конец внутриутроб-
ного – начало постнатального развития. Введение гормона 
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как на 20й день пренатального онтогенеза (рис. 1, а), так 
и на 3й день жизни (рис. 1, б) приводит к увеличению 
мРНК гена ТГ, а также росту активности или иммунно-
гистохимически выявленного белка фермента через 6 ч 
после воздействия. Отдаленные последствия введения 
гормона проявляются как повышенной активностью ТГ 
в стволе и коре мозга уже взрослых животных (рис. 2, а), 
так и значительным превышением уровня экспрессии гена 
в стволе мозга ювенильных и взрослых крыс (рис. 2, б). 
Следовательно, гормональная индукция в чувствительный 
период раннего онтогенеза способна на длительный пери-
од модифицировать ход развития медиаторной системы 
и тем самым изменить ее функционирование.

Отсроченные последствия гормонального воздействия 
распространяются на уровень дофамина и норадреналина, 
обмен нейротрансмиттеров при стрессе, а также на регу-
лируемые катехоламинами функции и поведение взрослых 

животных (Naumenko, Dygalo, 1980; Matthews et al., 2001; 
Kreider et al., 2006; Slotkin et al., 2006; McArthur et al., 2007; 
Kapoor et al., 2008; Champagne et al., 2009). 

Вместе с тем вопрос о механизме регуляции ТГ глю-
кокортикоидами остается открытым на протяжении 
многих лет его исследования. Это связано с отсутствием 
функцио нально активного глюкокортикоидзависимого 
элемен та (GRE) в промоторе гена ТГ, взаимодействие 
с которым глюкокортикоидных рецепторов является обя-
зательным этапом регуляции экспрессии генов (Oakley, 
Cidlowski, 2013), согласно каноническому механизму 
действия стероидных гормонов. Все попытки обнаружить 
«работающий» GRE в регуляторных областях гена ТГ 
у грызунов и человека, начавшиеся уже более 30 лет назад 
(Lewis et al., 1983; Tank et al., 1986; Fossom et al., 1992; 
Ha gerty et al., 2001), не дали положительного результата. 
Последовательности, сходные с GRE в позициях –454 п. н. 
и –2,5 тыс. п. н. от старта транскрипции в промоторе ТГ, 
либо совсем не реагировали на дексаметазон (Lewis et 
al., 1983), либо их активность не подтвердилась в даль-
нейшем (Hagerty et al., 2001; Rani et al., 2009). Регуляция 
глюкокортикоидами экспрессии ТГ в мозге взрослых 
животных не находит экспериментальных подтверждений 
(Sabban, Kvetnansky, 2001; Makino et al., 2002; Kvetnansky 
et al., 2009; Lenartowski, Goc, 2011). Способность гормона 
индуцировать ТГ в раннем онтогенезе также ограниче-
на определенным временным интервалом – введение 
глюкокортикоидов на восьмой день жизни не приводило 
к какимлибо изменениям в уровне мРНК или активности 
фермента (Kalinina et al., 2012). 

Очевидное противоречие между отсутствием GRE и вы-
явленной глюкокортикоидной индукцией экспрессии гена 
ТГ в ряде моделей (культурах клеток и в определенный 
период раннего онтогенеза) позволило предположить воз-
можность неканонического пути регуляции гормоном экс-
прессии фермента. Механизм неканонического действия 
глюкокортикоидов, предложенный еще в середине 1990х 
годов, находит все больше экспериментальных подтверж-
дений (Groeneweg et al., 2012). Согласно этому механизму, 
регуляция экспрессии генов глюкокортикоидами может 
осуществляться за счет белокбелкового взаимодействия 
активированного гормоном рецептора с белками других 
транскрипционных факторов (Liberman et al., 2007; Beck et 
al., 2009; Langlais et al., 2012), среди которых наибольший 
интерес представляет транскрипционный комплекс АР1 
(Diamond et al., 1990; Pfahl, 1993; Teurich, Angel, 1995; 
Kas sel, Herrlich, 2007). Особенность вовлечения АР1 
в регуляцию экспрессии генов состоит в зависимости на-
правления изменения компонентного состава белков, его 
образующих (Teurich, Angel, 1995). При взаимодействии 
глюкокортикоидного рецептора с АР1 комплексом, об-
разованным гетеродимером Fos / Jun, глюкокортикоиды 
подавляют, а при взаимодействии с гомодимером Jun / Jun, 
напротив, активируют транскрипцию генов (Teurich, 
Angel, 1995; Sapolsky et al., 2000; Kassel, Herrlich, 2007; 
Newton, Holden, 2007). 

Промотор гена ТГ содержит два сайта связывания 
транскрипционного комплекса АР1 (–207 / –201 и –5 728 / 
–5 734) (рис. 3) (Fung et al., 1992; Rani et al., 2009). Уча-
стие дистального АР1 в глюкокортикоидной индукции

Fig. 1. TH mRNA levels and TH activity/protein levels in the brainstem 
of (a) rat fetuses and (b) 3-day-old pups 6 hours after dexamethasone 
treatment.
1, Intact; 2, saline; 3, dexamethasone. *p < 0.05 in comparison to control 
groups.
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Fig. 2. Long-lasting effects of dexamethasone treatment (a) during 
pregnancy or (b) on day 3 of life.
a, TH activity in the brainstem and cortex of 70-day-old rats; b, TH mRNA 
levels in the brainstem of 25- and 70-day-old rats; 1, control; 2, dexa metha-
sone. *p < 0.05 in comparison to the control group.
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Tyrosine hydroxylase of the brain  
and its regulation by glucocorticoids

гена ТГ в культуре клеток феохромоцитомы крысы 
(Rani et al., 2009) и человека (Rani et al., 2013) доказано. 
Функционирование подобного механизма in vivo, в раз-
вивающемся мозге, еще предстоит установить. Известная 
вариабельность экспрессии белков Fos и Jun в ходе раз-
вития (Pennypacker, 1995; Zhong et al., 2001; Okada et al., 
2003; Raivich, Behrens, 2006), определяющая результат 
белокбелкового механизма действия гормона, может 
быть основой зависимости индуцирующих эффектов 
глюкокортикоидов на ТГ от стадии онтогенеза (Kalinina et 
al., 2012). В пилотных экспериментах было установлено, 
что уровень нативной экспрессии генов семейства Jun 
(c-jun, junB, junD) во много раз выше экспрессии генов 
Fos (c-fos, fosB) в чувствительный к уровню гормона 
период развития (20–21суточные плоды и трехдневные 
крысята), чем вне его (восьмидневные животные) (Сухаре-
ва и др., 2015). Кроме того, само введение дексаметазона 
на третий день жизни снижает экспрессию гена c-fos 
в стволе головного мозга, тем самым смещая соотношение 
белков АР1 в сторону преобладания белков Jun, необхо-
димого для проявления глюкокортикоидной индукции 
гена ТГ (Сухарева и др., 2016). 

В целом совокупность известных на сегодняшний день 
данных о регуляции глюкокортикоидами экспрессии ТГ 
мозга в критический период раннего онтогенеза, пред-
ставленных в обзоре, свидетельствует о важной роли гена 
ключевого фермента синтеза норадреналина в процессах 
«онтогенетического программирования». Исследование 
на его основе механизма неканонического действия глю-
кокортикоидов в результате взаимодействия с другими 
транскрипционными факторами дает исключительную 
возможность для расширения понимания многообразия 
уровней регуляции экспрессии нейрогенов факторами 
внешней среды.
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The neuropeptide oxytocin (OT) and its homologues 
are produced in specialized neurons located in Verte-
brates exclusively in a deep and evolutionarily old 
part of the forebrain, the hypothalamus. The axons 
of OT neurons form the classical hypothalamic-neuro-
hypophyseal tract terminating on blood vessels of the 
neurohypothysis to release OT into the systemic blood 
circulation. However, as was recently demonstrated 
in mammals, collaterals of OT axons concomitantly 
project to various forebrain regions to modulate the 
activity of local networks. At the behavioral level, OT 
facilitates intraspecific social ontacts in mammals via 
various mechanisms ranging from the suppression 
of neuroendocrine stress responses to the direct OT 
action on neurons of socially relevant brain regions. 
Recent reports indicated possible contribution of OT 
to the formation of the social bond between domes-
ticated mammals (dog, sheep, cattle) and humans. 
Indeed, social interaction between humans and 
a do mesticated animal resulted in the elevation 
of peripheral OT levels (in blood, saliva or urine) and,  
in congruence, exogenous (intranasal) OT application 
led to more frequent contacts between the owner 
and the domesticated animal. It has been known for 
decades that domesticated animals exhibit profound 
socio-communicative abilities accompanied by 
sup pressed aggression and stress responsiveness. 
These peculiarities of their behavior and physiology 
may be influen ed by the activity of the central OT 
system. Therefore, in the present mini-review we 
focus on the role of OT in the orchestration of distinct 
forms of social behavior, including the monogamous 
bond, maternal care, social memory and recognition, 
aggression, and anxiety. As a conclusion, we pro-
pose possible directions for exploration of the OT 
contribution to empathy between humans and 
domesticated animals, which was likely established 
in the course of their co-evolution during last 10.000–
15.000 years. 

Key words: oxytocin; evolution; domestication; silver 
fox; dog; volf; human-animal bond.

Hейропептид окситоцин (ОТ) и его гомологи синтезируются 
специализированными нейронами, сосредоточенными у позво-
ночных животных в эволюционно-древнем отделе головного 
мозга – гипоталамусе. Аксоны ОТ нейронов следуют в нейроги-
по физ, откуда ОТ выделяется в общий кровоток. Наряду с этим 
коллатерали аксонов ОТ нейронов, как показано у млекопитаю-
щих, следуют в различные отделы переднего мозга, в которых ОТ 
модулирует активность локальных нейронных цепей. На пове-
ден ческом уровне ОТ облегчает внутривидовые социальные 
контакты у млекопитающих, используя широкую палитру меха-
низмов: от подавления активности нейроэндокринной оси стрес са 
до прямого действия на нейроны структур мозга, участвующих 
в контро ле социального поведения. Работы последних лет про де-
монстрировали участие ОТ в формировании социальных связей 
между одомашненными животными (собаки, овцы, коро вы) 
и че ло веком. Они указывают на связь повышенной концен-
тра ции эндогенного окситоцина в периферическом кровотоке 
(и других жидкостях организма, в том числе слюне и моче) 
и прояв лений коммуника тивного поведения у животных по 
отношению к человеку и между собой. Описано, что у домаш-
них животных пери фе рический уровень ОТ коррелирует с час-
тотой контактов с че ло веком и внутривидовым социальным 
поведением. Кроме того, в литературе при водятся эксперименты 
с интраназальным вве дением ОТ соба кам, что, как и при высо-
ком уровне эндогенного ОТ, приводит к повышению частоты 
контактов с хозяином. Извест но, что одо машненные животные 
характеризуются выраженным социально-коммуникативным 
поведением, сниженны ми агрес сией и стресс-ответом. Поэтому 
в данном кратком обзоре мы также затрагиваем вопросы роли 
ОТ в регуляции различных форм социального поведения: 
от моногамных отношений до ма теринского поведения и соци-
ального распознавания у людей и животных, а также касаемся 
значения ОТ в модуляции агрессив ного поведения и снижении 
стресс-реакции и тревожности. При систематизации накопленных 
данных  предложены новые возможности изучения роли ОТ 
в коммуникативных контактах между одомашненным животным 
и человеком, сформировав шихся в процессе совместной эволю-
ции на протяжении последних 10–15 тыс. лет.

Ключевые слова: окситоцин; эволюция; доместикация; 
серебристо-черная лисица; собака; волк; человек и животные.
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Гипоталамический нейропептид окситоцин (ОТ) – мо-
лекула десятилетия – в настоящее время привлекает 
внимание как специалистов в области нейробиологии, 

так и широкой общественности. Этот интерес вызван 
его положительным эффектом на социальное поведение 
у различных видов позвоночных и человека. 

Задолго до того как du Vigneaud с коллегами в 1954 г. 
синтезировали окситоцин (du Vigneaud et al., 1954) (Но-
белевская премия по химии 1955 г.), немецкий анатом 
Ernst Scharrer открыл гигантские клетки в гипоталамусе 
у костистых рыб, позднее названные магноцеллюлярными 
нейронами (Scharrer, 1928). Эти нейроны были найдены 
у представителей всех классов позвоночных и, как было 
показано, продуцируют окситоцин и вазопрессин, а так-
же их гомологи (Knobloch, Grinevich, 2014; Grinevich et 
al., 2015, 2016). В качестве нейроэндокринного фактора 
окситоцин поступает в заднюю долю гипофиза, а за-
тем в кровь и оказывает влияние на периферические 
мишени, контролируя обратный захват натрия в почках 
и модулируя активность автономной нервной системы, 
метаболические процессы, ноцицепцию, обезболивание 
и иммунный ответ (Grinevich et al., 2015, 2016; Eliava et 
al., 2016). Окситоцин играет важную роль в процессе 
родов и лактации у млекопитающих, метании икры у 
рыб и амфибий, откладывании яиц у рептилий и птиц. 
Несмотря на сходство химической структуры окситоци-
на и его гомологов, пути транспорта окситоцина в мозге 
существенно изменялись в ходе эволюции. В то время как 
у низших позвоночных (рыбы и амфибии) гомологи окси-
тоцина преимущественно выделяются непосредственно 
в спинномозговую жидкость, у более эволюционно про-
двинутых позвоночных нейропептид высвобождается 
в различных отделах переднего мозга, ствола и спинного 
мозга (так называемое выделение ОТ из терминалей ак-
сонов) (Knobloch, Grinevich, 2014). Важно отметить, что 
параллельно с изменением в механизмах высвобождения 
окситоцина в мозге экспрессия рецепторов окситоцина так 
же широко изменяется в зависимости от специализации 
отдельных структур мозга, в большой степени соответ-
ствуя аксональному транспорту окситоцина (Grinevich 
et al., 2015, 2016). Этот эволюционно выработанный ме-
ханизм позволяет по-новому взглянуть на организацию 
центральной окситоцин-эргической системы, которая 
имеет большое сходство с другими нейромодуляторными 
системами мозга, в частности с дофаминовой и серото-
ниновой. Действительно, выделение ОТ из терминалей 
аксонов в разных структурах головного мозга позволяет 
определить различное влияние окситоцина на регуляцию 
специфических типов поведения, контролирующихся 
определенными участками мозга. 

Эволюция коммуникативного поведения 
и его регуляция окситоцином

Моногамные отношения,  
родительское и социальное поведение
Исследования разных видов млекопитающих, в большей 
степени грызунов и человека, выявили ряд форм со-
циального поведения, в регуляции которых участвуют 
OT и его рецептор. У некоторых рыб, земноводных, пре-
смыкающихся и птиц также показана роль гомологов OT 
в социальном поведении (см. Knobloch, Grinevich, 2014). 
Так, изотоцин, введенный в преоптическую область перед-
него гипоталамуса, усиливает социальную вокализацию 
у рыбы-мичмана (Porichthys notatus) (Goodson, Bass, 
2000). У крыс и мышей показано участие ОТ в социальном 
распознавании и памяти, куда входит способность отли-
чить знакомую особь от незнакомой. Этот вид поведения 
является важным фактором формирования социальной 
структуры популяции и влияет на уровень социальной 
агрессии (Бондарь, Кудрявцева, 2005). Одним из способов 
оценки социальной памяти является определение време-
ни, проведенного рядом с другим животным. Рядом со 
знакомой особью животное проводит меньше времени 
(Ross, Young, 2009). Показано, что введение окситоцина 
в различные структуры мозга крысы (включая латераль-
ный желудочек, гиппокамп, медиальную преоптическую 
область или обонятельные луковицы) снижает время, 
проведенное около знакомой особи, тогда как введение 
антагониста окситоцина, наоборот, существенно снижает 
социальную память (Popik et al., 1992; Benelli et al., 1995; 
Ross, Young, 2009). Изучение линий мышей, нокаутных 
по генам ОТ или ОТ рецептора, показало их сниженную 
способность к социальному распознаванию. Эти мыши 
не запоминали социальные запаховые сигналы, однако 
нарушение в системе ОТ не влияло на их способность за-
поминать и распознавать несоциальные запахи (Ferguson 
et al., 2001). Введение ОТ в медиальное ядро миндалины 
восстанавливало способность мышей к социальному 
распознаванию. 

Социальные эффекты ОТ также были хорошо изуче-
ны в серии экспериментов на желтобрюхих полевках 
(Microtus ochrogaster). У особей данного вида, характе-
ризующихся моногамностью, уровень экспрессии ОТ 
рецептора в мозге коррелирует со степенью предпочтения 
к половому партнеру (Ross, Young, 2009). Более того, вве-
дение ОТ или аденоассоциированного вирусного вектора, 
содержащего ДНК ОТ рецептора, в желудочек мозга самок 
способствовало формированию устойчивых пар и повы-
шало количество социальных контактов (Cho et al., 1999). 
Напротив, введение антагониста ОТ в префронтальную 

...собаки, выражая свою привязанность, любят тереться около хозяина и довольны, 
когда он ласкает и гладит их, так как вследствие ухаживания за собственными 
щенятами прикосновение к любимому предмету неразрывно ассоциировалось в их 
уме с ощущением привязанности. 

Ч. Дарвин. О выражении ощущений  
у человека и животных
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кору, прилежащее ядро (nucleus accumbens) или антаго-
ниста ОТ рецептора в боковой желудочек мозга снижало 
у самок предпочтение к партнеру без значительного сни-
жения количества спариваний (Insel, Hulihan, 1995; Young 
et al., 2001; Ross, Young, 2009). Поэтому неудивительно, 
что при сравнении мозга двух видов полевок – моногам-
ной желтобрюхой (Microtus ochrogaster) и полигамной 
горной (Microtus montanus) – большее количество ОТ 
рецептора было обнаружено у моногамного вида в приле-
жащем ядре и вентральном стриатуме (Young et al., 2001). 

Широко известно, что ОТ играет ключевую роль 
в ини циации родов, кормлении и материнском поведении 
млекопитающих (Francis et al., 2000; Ross, Young, 2009). 
Кроме того, ОТ участвует в регуляции коммуникативного 
поведения по отношению к новорожденным детенышам 
у нерожавших самок полевок: 50 % самок желтобрюхой 
полевки проявляют «спонтанную» материнскую заботу 
(Olazábal, Young, 2005), причем, показано, что у таких 
самок повышено количество ОТ рецептора в прилежа-
щем и хвостатом ядрах мозга, а введение антагониста ОТ 
в прилежащее ядро ингибирует «спонтанное» материн-
ское поведение (Olazábal, Young, 2006). Таким образом, 
рассматривая социальное поведение по отношению как 
к половому партнеру, так и новорожденным детенышам, 
логично заключить, что у самок моногамных полевок 
ОТ играет определяющую роль в коммуникативном 
поведении.

Окситоцин и снижение агрессии
Помимо участия в коммуникативном поведении, ОТ свя-
зан с регуляцией разных форм агрессивного поведения 
(Bosch, Neumann, 2012; Calcagnoli et al., 2013, 2014). Ис-
следования на самцах крыс Groningen 35-го поколения 
разведения в неволе, имеющих довольно большой разброс 
межсамцовой агрессии, выявили обратную зависимость 
между уровнем агрессии и количеством мРНК ОТ в па-
равентрикулярном ядре гипоталамуса, а введение ОТ 
в желудочек мозга вызывало дозозависимое понижение 
агрессивности этих крыс, причем ярче эффект проявлялся 
у более агрессивных крыс (Calcagnoli et al., 2013, 2014). 
В ранних исследованиях не было показано такого четко-
го эффекта ОТ, скорее всего, из-за более низкого уровня 
агрессивности у большинства лабораторных линий по 
сравнению с крысами Groningen (de Boer et al., 2003). 
С другой стороны, в ряде исследований, в особенности на 
человеке, показана индивидуальность эффектов ОТ, кото-
рая зависит от ситуации, физиологических и генетических 
особенностей организма (Bartz et al., 2011; Olff et al., 2013). 
Однако следует подчеркнуть, что оценка количества ре-
цептора ОТ в мозге крыс Groninger, в противоположность 
самому ОТ, выявила прямую взаимосвязь между уровнем 
агрессии и количеством рецептора в центральной минда-
лине и опорном ядре терминального тяжа (Bed nucleus of 
stria terminalis). Вероятно, именно большее количество 
рецептора ОТ и является причиной более яркого эффекта 
от введения ОТ в желудочек мозга у наиболее агрессивных 
крыс (Calcagnoli et al., 2014).

Несколько иная картина наблюдается при агрессии 
у самок крыс. В конце адолесцентного периода развития 
агрессия, направленная на самку того же возраста, со-

впадает с пониженной активацией ОТ нейронов в пара-
вентрикулярном ядре (de Jong et al., 2014). При этом, как 
и у самцов, введение ОТ в латеральный желудочек мозга 
также приводило к снижению агрессии, однако эффекта 
не наблюдалось у крыс линии HAB, характеризующих-
ся повышенной тревожностью и агрессией (de Jong et 
al., 2014). В противоположность этому, материнские 
агрессия и забота, по-видимому, связаны с повышенным 
количеством ОТ в мозге, а именно в таких структурах, 
как центральная миндалина, паравентрикулярное ядро 
гипоталамуса, опорное ядро терминального тяжа, хотя 
эффекты ОТ во многом зависят от генотипа животных 
(Bosch, Neumann, 2012). 

Окситоцин, нейроэндокринная гипоталамо-
гипофизарно-адренокортикальная система 
и тревожность
В течение последних 20 лет (см. Neumann, 2008) было 
многократно показано, что ОТ подавляет реакцию гипота-
ламо-гипофизарно-адренокортикальной системы (ГГАС) 
в ответ на разные виды стресса как при его центральном 
введении у животных (Windle et al., 2004), так и после ин-
траназального применения у людей (Meinlschmidt, Heim, 
2007). В обоих случаях происходило снижение уровней 
кортикостерона (грызуны), кортизола (приматы) и АКТГ, 
зависящих от вводимой концентрации ОТ. Основной 
мишенью ОТ являются центральные нейроны ГГАС, син-
тезирующие кортиколиберин (Jurek et al., 2015). Однако 
эти нейроны не содержат ОТ рецепторов и действие ОТ, 
скорее всего, опосредовано гамма-аминомасляной кисло-
той (ГАМК) (Bülbül et al., 2011). 

Наряду с нейроэндокринным эффектом ОТ на ГГАС 
этот нейропептид оказывает мощное анксиолитическое 
действие (Neumann, Landgraf, 2012), опосредованное его 
действием на ГАМК-эргические нейроны центрального 
ядра миндалины (Huber et al., 2005; Viviani et al., 2011), 
что также подтверждается данными функциональной 
магнитно-резонансной томографии после интраназаль-
ного введения ОТ (Kirsch et al., 2005; Domes et al., 2007).

Окситоцин и коэволюция 
взаимоотношений человека и животных
Эволюция современного человека связана с одомаш-
ниванием (или доместикацией) животных, поскольку 
в процессе одомашнивания человек создал для себя новую 
среду, значительно повлиявшую на все стороны его жизни. 
Таким образом, процесс развивался в двух направлениях: 
человек положил начало одомашниванию животных, 
а доместикация стала одним из важнейших факторов 
формирования социальной структуры человеческого 
общества (Price, 2002). Схожи даже социальные сигналы, 
такие как обмен взглядами, позы или мимика, не только 
в общении между человеком и животными, но и во время 
внутривидовых межличностных контактов (Kujala et al., 
2012; Palagi et al., 2015). Отсутствие агрессии к человеку 
у домашних животных связывают со снижением стресс-
активности при доместикации (Belyaev, 1979; Беляев, 
1981; Трут и др., 2004; Trut et al., 2004; Jensen, 2014). 
Доместицированные животные не только не проявляют 
агрессию, но испытывают положительные эмоции при 
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встрече с хозяином. Механизмы формирования подобного 
поведения могут быть связаны с ОТ, который, с одной 
стороны, подавляет активность ГГАС (Neumann, 2008), 
а с другой – в ряде случаев способствует социальному 
и коммуникативному поведению (Ross, Young, 2009). 

В исследованиях последних лет было показано, что три 
однонуклеотидных полиморфизма (ОНП) в промоторе 
гена ОТ рецептора собаки ассоциированы с реакцией 
на человека. ОНП 212A/G связан со степенью желания 
собаки взаимодействовать как с незнакомцем, так и с хо-
зяином (собаки-носители аллеля G менее склонны к взаи-
модействию) (Kis et al., 2014). ОНП 19131A/G и rs8679684 
ассоциированы с уровнем проявления дружелюбного 
поведения собак в ответ на пассивное, а также угрожа-
ющее поведение незнакомца. Однако в данном случае, 
в отличие от 212A/G, у двух разных пород собак одни и те 
же аллели были связаны с проявлением противоположных 
типов поведения.

Важным отличием доместицированных животных, 
в особенности собак, от других животных является хо-
рошее распознавание некоторых коммуникативных сиг-
налов, которые использует человек: собака находит по 
жестам или направлению взгляда человека спрятанную 
еду и делает это значительно лучше, чем шимпанзе и при-
рученные волки (Hare et al., 2012). Другим социальным 
сигналом, которым пользуются собаки при коммуни-
кации с человеком, является обмен взглядами, чего не 
наблюдается у прирученных волков (Miklósi et al., 2003; 
Nagasawa et al., 2015). Основываясь на описанных выше 
особенностях собак, можно предположить, что эволюци-
онное возникновение схожих коммуникативных сигналов 
человека и доместицированных животных происходило 
из-за одинаковой направленности естественного отбора 
в процессе антропогенеза и искусственного – при исто-
рической доместикации (Briine, 2007; Trut et al., 2009; 
Hare et al., 2012). По-видимому, естественный отбор по 
поведению при эволюционном становлении человека 
был направлен на снижение агрессивности, что привело 
к возникновению целого комплекса физиологических 
и морфологических признаков, схожих у человека и доме-
стицированных животных (Briine, 2007; Hare et al., 2012).

В недавних исследованиях было показано, что обмен 
взглядами между собакой и ее хозяином, связанный с по-
ложительным эмоциональным состоянием, вызывает 
повышение концентрации ОТ в моче как у собаки, так 
и ее хозяина (Nagasawa et al., 2015). Однако по этим пока-
зателям следует очень осторожно судить об активности ОТ 
системы в мозге, поскольку выделение ОТ в кровь (а отту-
да в слюну или мочу) не всегда коррелирует с локальным 
выделением ОТ из аксональных терминалей в различных 
областях головного мозга (Knobloch et al., 2012; Grinevich 
et al., 2015, 2016). Соответственно, в экспериментах на 
человеке введение ОТ (обычно в виде спрея в нос) сти-
мулирует обмен взглядами, улучшает память на лица и 
потенцирует социальный эмоциональный ответ (Bartz et 
al., 2011). Аналогичный эффект ОТ вызывает и у собак: 
после интраназальной аппликации ОТ повышается про-
должительность обмена взглядами с хозяином (1), что 
приводит к повышению концентрации окситоцина в моче 
хозяина (Nagasawa et al., 2015); улучшается распознава-

ние жестов, указывающих место нахождения спрятанной 
пищи (2) (Oliva et al., 2015), и повышается количество 
контактов с хозяином и другими собаками (3) (Romero 
et al., 2014). Интересный результат показал эксперимент, 
в котором определенное местоположение миски соот-
ветствовало наличию или отсутствию корма: если миска 
располагалась между привычными объектами, то к вы-
воду, что в ней есть корм, были более склонны собаки, 
которым предварительно вводили окситоцин (Kis et al., 
2015). Эффект был особенно ярко выражен, если около 
миски стоял человек. Вероятно, эффект ОТ был связан 
с подавлением стресса и тревожности в условиях соци-
ального контекста (т. е. повышения количества взглядов 
в глаза человеку, восприятие вербальных сигналов), что 
могло снижать напряженность и вызывать положительные 
эмоции (Kis et al., 2015).

Просоциальные эффекты ОТ были отмечены не только 
у собак: ягнята проявляют привязанность к человеку, 
ухаживающему за ними, схожую с привязанностью 
к матери (Nowak, Boivin, 2015). Удивительно, что у ягнят 
концентрация ОТ в крови повышалась как при сосании 
молока матери, так и при контакте с человеком. Более 
того, присутствие человека вызывает у ягнят повышение 
активности OT нейронов и ряда структур мозга, ими ин-
нервируемых (как обнаружено у крыс) и участвующих 
в возникновении эмоций и социальном распознавании 
(Nowak, Boivin, 2015). Вероятно, эволюционное проис-
хождение доместикационного поведения может восходить 
к взаимоотношениям матери и детеныша, что отмечал 
еще Ч. Дарвин (Darwin, 1872), и эмпатия человека, на-
правленная на домашних животных, могла возникнуть 
при генетической и культурной коэволюции (Bradshaw, 
Paul, 2010). На ранних этапах развития человека способ-
ность ухаживать за детенышами животных, возможно, 
была выбрана в качестве показателя уровня будущей 
материнской заботы для девочек-подростков. Кроме того, 
формирование эмпатии, направленной на животных, мог-
ло дать группам и эволюционное преимущество в охоте 
и приручении животных (Bradshaw, Paul, 2010).

Важным для изучения социального поведения, харак-
терного для человека и доместицированных животных, 
является сравнение полиморфизма гена рецептора ОТ 
у человека, бонобо и шимпанзе (Staes et al., 2014). От-
бор на снижение агрессии, по-видимому, играл суще-
ственную роль в эволюции человека и бонобо, что не 
происходило в эволюции шимпанзе (Briine, 2007; Hare 
et al., 2012). Известно, что ОНП rs53576 (A/G) ассоци-
ирован с социальным поведением человека (Rodrigues 
et al., 2009; Lucht et al., 2009). Носители аллеля A чаще, 
чем индивидуумы с генотипом GG, харатеризуются сни-
женным уровнем эмпатии и просоциального поведения. 
Хотя у исследованных шимпанзе и бонобо аллелей А 
обнаружено не было, у шимпанзе в том же регионе были 
идентифицированы другие ОНП, которые могут являться 
функцио нальными (Staes et al., 2014). Отсутствие по-
лиморфизма в исследованном районе гена рецептора ОТ 
бонобо может быть связано с гораздо более выраженной 
эмпатией, чем у шимпанзе и человека. Однако следует 
подчеркнуть, что шимпанзе, несмотря на известную 
внутривидовую агрессию, способны проявлять эмпатию 
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к соплеменникам (de Waal, 2008). Более того, обнаружено 
повышение концентрации ОТ в моче шимпанзе, если она 
поделилась пищей со знакомой или незнакомой особью 
(Wittig et al., 2014).

Перспективы

Окситоцин и социальное поведение 
у доместицированных животных
Основы социального поведения доместицированных жи-
вотных до сих пор во многом неясны (см. Price, 2002; Trut 
et al., 2009). Однако исследования ОТ системы у домашних 
животных, которые активно проводятся в последние годы, 
позволяют по-новому взглянуть на данную проблему, хотя 
следует признать несколько ограничений, которые необхо-
димо учитывать при интерпретации полученных данных. 
Во-первых, эффект ОТ как у животных, так и у человека 
индивидуален и зависит от многих факторов, таких как 
эндогенный уровень ОТ (Bartz et al., 2011; Romero et al., 
2014) и гендер-зависимый эффект (Bosch, Neumann, 2012; 
Rilling et al., 2014; Nagasawa et al., 2015; Oliva et al., 2015). 
Во-вторых, ОТ может иметь просоциальный эффект, 
направленный на знакомых индивидуумов, и антисоци-
альный – на незнакомых (Shamay-Tsoory et al., 2009; de 
Dreu et al., 2011). При этом может наблюдаться и третий 
вариант поведения: после интраназального введения ОТ 
собаки менее дружелюбно ведут себя в ответ на угро-
жающее поведение хозяина и в то же время могут чаще 
обмениваться взглядом с незнакомым экспериментатором 
или хозяином, ведущим себя нейтрально (Hernádi et al., 
2015). Примечательно, что у телок с высоким уровнем 
ОТ было повышено число как коммуникативных, так 
и, наоборот, агрессивных взаимодействий между собой 
(Yayou et al., 2015).

Моделирование эволюционных 
преобразований поведения при доместикации
В исследовании роли окситоцина при доместикации 
существенной проблемой является то, что в эксперимен-
тах в основном используются собаки. Они прошли путь 
породообразования, что наложило существенный отпеча-
ток на их поведение. Кроме того, при сравнении собаки 
с волком, как в исследовании Nagasawa et al., 2015, следует 
учитывать, что сравнение проводится с современным 
волком, который прошел свой путь эволюции, хоть и без 
столь резких преобразований. Результаты исследования 
уровня окситоцина у прирученных волков (Nagasawa et 
al., 2015) вызывают сложности в интерпретации, так как 
ранние постнатальные воздействия (например, хэндлинг) 
могут оказывать влияние на количество окситоцина (Alves 
et al., 2015). Решением указанных проблем может стать 
использование экспериментальной модели доместикации 
на серебристо-черной лисице, полученной путем много-
летней селекции по поведению на толерантную, а затем 
эмоционально-положительную реакцию по отношению 
к человеку (Belyaev, 1979; Беляев, 1981; Трут и др., 2004; 
Trut et al., 2004, 2009). Преимущество данной модели 
состоит в том, что она позволяет проводить сравни-
тельный анализ животных этих модельных популяций 
с животными исходных популяций, живущими в тот же 

период и в тех же условиях, а также исключить влияние 
вторичного отбора при породообразовании. Контакт ли-
сиц с человеком при содержании минимален и исключает 
эффект неонатального хэндлинга.

Доместицируемые лисицы обладают рядом признаков, 
которые могут быть ассоциированы с активностью ОТ 
системы. Это и эмоционально-положительное отношение 
к присутствию человека, проявляющееся в следующем. 
При приближении экспериментатора (как знакомого, так 
и незнакомого) доместицируемые лисицы смотрят в сто-
рону человека, стремятся к нему, покорно прижимают 
уши, виляют хвостом, скулят, издают шумные звуки при 
частом поверхностном дыхании, скребут лапами клетку 
и миску, привлекая внимание человека, прижимаются 
к стенке клетки вблизи человека. При движении руки по 
клетке лисицы «играют», следуя за ней, а при тактильном 
контакте предлагая чесать туловище и голову, переворачи-
ваются на спину, позволяя чесать живот, выражая доверие 
к человеку. Социализированные лисицы, которые жили 
с экспериментаторами, как и собаки, выражали больше 
позитивных реакций по отношению к знакомому чело-
веку, стремились лизать ему руки и лицо (Belyaev, 1979; 
Беляев, 1981). Поэтому по аналогии с собаками, прибли-
жение к которым знакомого человека, а также вербальный 
и физический контакт вызывают повышение ОТ в крови 
(Rehn et al., 2014), можно ожидать подобное повышение 
и у доместицируемых лисиц.

Обычно процесс доместикации связывают со снижени-
ем стресс-реактивности у диких животных, что позволяет 
им не воспринимать человека как стресс-агента (Belyaev, 
1979; Беляев, 1981; Трут и др., 2004; Trut et al., 2004, 
2009; Jensen, 2014). Доместицируемые лисицы также от-
личаются существенным снижением стресс-реактивности 
и активности ГГАС во всех ее звеньях (Трут и др., 2004; 
Trut et al., 2004, 2009). Эти различия также могут быть 
связаны с центральным ингибирующим эффектом ОТ 
(Windle et al., 2004).

Существенным отличием доместицированных живот-
ных от диких, как указывалось выше, является хорошее 
распознавание социальных сигналов человека, и ОТ 
играет важную роль в этом процессе, что должно распро-
страняться и на лисиц, так как щенки доместицируемых 
лисиц распознают указательные жесты человека так же, 
как щенки собак, и лучше, чем щенки неселекционирован-
ных лисиц (Hare et al., 2005). Это позволяет предполагать, 
что способность у доместицированных животных к рас-
познаванию коммуникативных сигналов человека имеет 
генетическую компоненту, а также что ее возникновение 
в процессе доместикации может быть связано с измене-
нием систем, формирующих агрессивное, толерантное 
или эмоционально-положительное поведение (Hare et 
al., 2012), т. е. систем, среди которых центральное место 
занимает ОТ.

Для исследования роли ОТ системы в доместикации се-
ребристо-черных лисиц нам представляется важным про-
вести сравнительный иммуно-гистохимический анализ 
ОТ в мозге доместицируемых и недоместицируемых ли-
сиц, а также авторадиографию его рецептора. Кроме того, 
учитывая работы последних лет по социальному поведе-
нию доместицированных животных и человека (Romero 
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et al., 2014; Nagasawa et al., 2015; Oliva et al., 2015), имеет 
смысл сравнить периферическую концентрацию оксито-
цина у доместицируемых и недоместицируемых лисиц. 
Поскольку интраназальное введение ОТ недоместициру-
емым лисицам может не дать желаемого результата из-за 
более высокой стрессируемости этих лисиц по сравнению 
с доместицируемыми, более предпочтительным является 
активация или подавление ОТ нейронов с применением 
вирусных и фармакогенетических технологий (Grinevich 
et al., 2016; Somatic transgenesis…, 2016, в печати). Не-
смотря на трудоемкость, сравнительные исследования 
доместицируемых и недоместицируемых лисиц внесут 
существенный вклад в исследование роли ОТ в процессе 
доместикации (рисунок).
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Генетика функций гормонов гипоталамуса
ОБЗОР

Comparison of natural and 
artificial vasopressin deficiency: 
why the latter is lethal?

D. Zelena

Institute of Experimental Medicine, Budapest, Hungary

The transgenic mouse technology is widespread, 
however, untill now 22.0 % of tested null mutations 
was found to be lethal. The complete lack of vaso-
pressin (AVP) resulted also in preweaning lethality. 
It is surprising take into consideration the viability 
of the AVP mutant Brattleboro rats. Thus, AVP is 
essential for survival, but which of its ubiquiter 
role is the most important. AVP exerts its effect 
through specific plasma memb ane receptors. V1a 
receptors can induce vasoconstriction maintaining 
blood pressure during hypovolemia. The V1b 
receptor on the anterior pituitary has a role in stress 
adaptation. The V2 subtype is located in the kidney 
and contributes to the antidiuresis. The avp gene 
consists of a signal peptide, AVP, neurophysin 2 and 
a C-terminal glycopeptide. The naturally occuring 
AVP-deficie t Brattleboro rat has a framshift mutation 
in the neurophysin portion resulting in cental 
diabetes insipidus. In its hypothalamus AVP is not 
produced, while in certain peripheral tissues it may 
be expressed, suggesting the existence of a different 
synthetic pathway. The avp knockout mice can also be 
produced, they will be born, but without peripheral 
AVP administration they will not survive. Comparing 
available knockout models we can conclude that 
the combined V1a and V2 receptor mediated effects, 
namely hypotension and water lost together may led 
to lethality. As in Brattleboro and targetted knockout 
mice the local synthesis of AVP in the heart can be 
maintained and AVP can be released into the general 
circulation. Thus, in these animals vasoconstriction can 
compensate the hypovolemia.  

Key words: Brattleboro rat, vasopressin knockout 
mice, vasopressin gene, vasopressin receptors, 
hypovolaemia.

Технологии получения трансгенных мышей широко используются 
при анализе физиологических функций, однако к настоящему 
времени установлено, что 22,0 % исследованных нуль-мутаций 
являются летальными. Полное отсутствие вазопрессина (AVP) 
у трансгенных мышей приводит к их гибели к возрасту отъема 
от матери. Вместе с тем природные мутантные крысы Brattleboro, 
лишенные AVP, вполне жизнеспособны. Безусловно, AVP имеет 
существенное значение для выживания, однако какая из его 
разнообразных функций является наиболее важной для этого – 
остается неясным. AVP оказывает свое действие через специфи-
ческие рецепторы плазматической мембраны. Рецепторы V1a типа 
могут вызывать сужение кровеносных сосудов для поддержания 
артериального давления в течение гиповолемии. Рецептор V1B 
в передней доле гипофиза играет важную роль в адаптации 
к стрессу. Рецепторы V2 подтипа, экспрессируемые в почках, 
способствуют задержке воды в организме. Ген avp содержит 
последовательности нуклеотидов, кодирующие сигнальный 
пептид, собственно AVP, нейрофизин 2 и С-терминальный 
гликопептид. Возникшая естественным путем мутация в районе, 
кодирующем нейрофизин, вызывает сдвиг рамки считывания 
и тем самым приводит к появлению AVP-дефицитных крыс 
Браттлборо (Brattleboro) с центральным несахарным диабетом. 
В гипоталамусе этих животных AVP не синтезируется, однако 
в некоторых периферических тканях этот гормон способен 
экспрессироваться, что предполагает наличие альтернативного 
пути его синтеза. Нокаутные по avp мыши жизнеспособны 
к моменту рождения, но без периферического введения AVP они 
погибают. Сравнивая имеющиеся модели дефицита AVP, можно 
заключить, что одновременная утрата эффектов, опосредуемых 
V1a и V2 рецепторами, а именно артериальная гипотензия 
и потеря воды, способна быть причиной летальности. Как у крыс 
Браттлборо, так и нокаутных по avp мышей возможно сохранение 
локального синтеза AVP в сердце, и этот гормон может поступать 
в общую циркуляцию. Таким образом, у этих животных сужение 
сосудов может компенсировать гиповолемию.

Ключевые слова: крысы Браттлборо; мыши, нокаутные 
по вазопрессину; ген вазопрессина; рецепторы вазопрессина; 
гиповолемия.
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Нокаутные животные. Для изучения роли той или 
иной молекулы в организме основным инструмен-
том является нарушение ее мишени. Технология 

получения трансгенных мышей разрабатывалась в начале 
1980-х (Hanahan et al., 2007), а первые нокаутные мыши 
были созданы в 1989 г. (http://www.nature.com/scitable/
content/Knockout-mice-timeline-6638351). Ученые, чьи но-
ваторские исследования привели к созданию «нокаутных» 
мышей, были отмечены Нобелевской премией 2007 г. 
В настоящее время этот метод применяется практически 
во всех областях биомедицины: от фундаментальных 
исследований до разработки новых методов лечения. На 
сегодняшний день более чем десять тысяч генов мыши 
(примерно половина генов в геноме млекопитающих) 
были «нокаутированы», и огромный объем данных стал 
доступен благодаря этой технологии (например, резуль-
таты поиска в PubMed по ключевым словам «knockout 
mice» дают более чем 110 тыс. ссылок). Международный 
консорциум «Нокаутная мышь» (International Knock-out 
Mouse Consortium, IKMC) систематически создает му-
тантов эмбриональных стволовых клеток для каждого 
гена в геноме мыши (20 тыс. белок-кодирующих генов), 
а Международный консорциум фенотипирования (Inter-
national Mouse Phenotyping Consortium, IMPC) описывает 
фенотипы этих мышей. Сейчас установлено, что нуль-
мутации по 22,0 % исследованных генов на генетическом 
фоне B6N летальны (https://www.mousephenotype.org/ 
data/phenotypes/MP:0011100).

Полное отсутствие вазопрессина (AVP) приводит 
транс генных мышей к гибели в возрасте отъема от матери 
(https://www.mousephenotype.org/data/genes/MGI:88121). 
Это несколько удивительно, учитывая жизнеспособность 
крыс линии Браттлборо, мутантных по гену avp. Однако 
эта линия является результатом спонтанной мутации. Что 
касается спонтанных мутаций, то  существуют «нормаль-
ные» вариации в пределах каждой линии, и животные 
могут быть селектированы по конкретному признаку, как, 
например, крысы и мыши – на высокий или низкий уров-
ни тревожности (Landgraf, Wigger, 2003, Landgraf et al., 
2007), и их генетический фон может быть изучен. Вместе 
с тем за различия индивидов по определенному призна-
ку в большинстве случаев отвечает не один ген. Иногда 
нокаут животных помогает идентифицировать мутацию, 
обусловливающую наследственное заболевание (Furuse, 
2009). С другой стороны, в природе у некоторых животных 
встречаются мутации одного гена, приводящие к пато-
логическому  фенотипу, как, например, мутация Piebald-
Lethal в гене рецептора эндотелина-B, ведущая к утрате 
сегмента толстой кишки, как при болезни Гиршпрунга 
(Hirschsprung disease; Hosoda et al., 1994). Природная 
мутация, имитирующая несахарный диабет, произошла 
у одной из самок крыс в колонии Long Evans, имевшей 17 
потомков, родившихся 24 февраля 1960 г. в Вермонте, в За-
падной Браттлборо (Valtin, 1982). Поскольку некоторые 
из потомков этой самки потребляли аномально большое 
количество воды и это можно было скорректировать 
применением AVP, было установлено, что эти животные 
имеют наследственный гипоталамический несахарный 
диабет (diabetes insipidus – DI). После первого описания 

этого феномена уже было опубликовано более 1 500 ста-
тей, прежде чем в 1984 г. (Schmale, Richter, 1984) была 
установлена генетическая основа этой патологии.

Роль вазопрессина в организме
Судя по тому, что AVP повсеместно присутствует у мно-
жества видов, он имеет важное значение для выживания,  
однако мы можем только догадываться, которая  из его 
многообразных функций является наиболее важной. AVP 
оказывает свое влияние путем взаимодействия с рецеп-
торами ряда типов, локализованными в плазматической 
мембране клетки и имеющими семь трансмембранных 
доменов (Zelena, 2012). Рецепторы V1a подтипа (сосуди-
стые) широко распространены в клетках гладких мышц 
сосудов, кардиомиоцитах, гепатоцитах и тромбоцитах, 
а также в отдельных областях головного мозга, например 
в латеральной перегородке, гиппокампе, гипоталамусе. 
Подтип рецептора V1b (гипофизарный) был первона-
чально описан в передней доле гипофиза, но он также был 
обнаружен во многих других тканях, таких как, например, 
островки Лангерганса поджелудочной железы, мозго-
вое вещество надпочечников и собирательные трубки 
внутреннего мозгового отдела почек. В головном мозге 
V1b рецепторы были найдены в обонятельной луковице, 
перегородке, коре головного мозга, гиппокампе, гипота-
ламусе и  некоторых других областях. Рецепторы AVP V2 
типа (почечные) находятся в базолатераль ной мембране 
клеток собирательных трубок почек. Вне почек мРНК V2 
рецепторов была обнаружена только в мозжечке.

Самой известной функцией циркулирующего AVP 
является антидиурез в почках, где он играет роль гор-
мона периферической вазопрессинергической системы 
(Ring, 2005). Нарушения в этой системе приводят к DI, 
характеризуемому экскрецией больших количеств мочи 
и компенсационным потреблением больших количеств 
жидкостей, которые могут угрожать жизни, если эти на-
рушения не предотвращать. DI является редким заболева-
нием, наблюдаемым с частотой 1 на 25 тыс. человек. Наи-
более распространенной формой является центральная, 
нейрогенная DI, при которой поврежден AVP, тогда как 
при периферической (почечной, или нефрогенной) фор-
ме имеется нарушение его рецептора V2 типа или белка 
аквапорина 2, являющегося водным каналом. Важными 
причинами DI центрального генеза могут быть повреж-
дения в результате черепно-мозговых травм, опухолей 
головного мозга, хирургии, некоторых заболеваний и ин-
фекций или кровоизлияний в мозг, однако 50 % случаев 
являются идиопатическими. Исследования показывают, 
что некоторые из этих случаев могут иметь аутоиммунную 
основу. Генетические аномалии также могут привести 
к DI центральной и периферической природы.

Кроме антидиуреза, большие дозы AVP через V1a ре-
цепторы могут вызывать сокращение практически любой 
гладкомышечной ткани в организме, но сомнительно, что 
это имеет хоть какое-то существенное физиологическое 
значение. Тем не менее циркулирующий AVP важен для 
поддержания артериального давления, когда животные 
находятся в гиповолемическом состоянии (Ganong, 1984). 
AVP, действуя через V1b рецепторы, является важным 
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регулятором гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
оси, внося тем самым существенный вклад в адаптацию 
к стрессу (Zelena, 2012). 

AVP проявляет митогенную активность (Serradeil-Le 
Gal et al., 1994), особенно в мезангиальных клетках (Tahara 
et al., 2011), и способствует гипертрофии кардиомио-
цитов (Hiroyama et al., 2007). Этот гормон также являет-
ся прямым иммунорегулятором. Удаление задней доли 
гипофиза снижало клеточный иммунный ответ, который 
восстанавливался с помощью агониста V2 рецепторов 
десмопрессина (Quintanar-Stephano et al., 2012). AVP 
способен оказывать прямое влияние на метаболизм, вы-
зывая гипергликемию и глюкозурию через V1a рецепторы 
(Montero et al., 2006). Кроме того, AVP повышает выжи - 
ваемость клеток при их повреждении гипоксией – ре-
оксигена цией (Zhu et al., 2013) и защищает нейроны 
гиппокампа от апоптоза, индуцированного недостатком 
питательных веществ или глутаматом (Chen, Aguilera, 
2010). Все эти эффекты могут внести свой вклад в поло-
жительные последствия введения AVP при септическом 
шоке (Oba, Lone, 2014). 

В ходе онтогенеза этот гормон способен стимулиро-
вать рост отростков нейронов (нейротрофизм) (Chen 
et al., 2000), а также дифференцировку клеток печени 
(Serriere et al., 2008). AVP также  способен ингибировать 
пролиферацию злокачественных клеток (Forti, Armelin, 
2011). Введенный мышам, он повышал формирование 
остеокластов, резорбирующих кость, и понижал образо-
вание остеобластов, формирующих кость, соответственно 
(Tamma et al., 2013).

Роль AVP в нервной регуляции различных форм по-
ведения также хорошо установлена. Этот гормон спо-
собен влиять на поведенческие проявления, по крайней 
мере, пяти видов: циркадную ритмичность, восприятие 
боли, социальное поведение, обучение и память, а также 
на вызываемые стрессом эмоции тревоги и депрессии 
(Zelena, 2012).

Ген вазопрессина и его известные 
естественные варианты
Древний нонапептид аргинин вазотоцин присутствует 
в настоящее время у всех позвоночных, исключая млеко-
питающих (Neumann, Landgraf, 2008), и даже у некоторых 
морских видов более ранних этапов эволюции, а также 
у насекомых (Zelena, 2012). AVP, заменивший вазотоцин 
у большинства млекопитающих, отличается от послед-
него заменой только одного аминокислотного остатка. 
Ген вазотоцина дуплицировался 450 млн лет назад, дав 
основу образованию окситоцин-подобных пептидов 
(у рыб – изотоцин), отличающихся от AVP только одним 
аминокислотным остатком. В связи с этим возникло 
четкое разделение функций между AVP, регулирующим 
экономию воды и энергии, и окситоцином, осуществля-
ющим контроль над сокращением мускулатуры матки 
и выделением молока.

Размер гена avp составляет примерно 2 КБ. Он на-
ходится на 20-й хромосоме у человека (в 13-й позиции, 
от 3 082 554 до 3 093 520 пары оснований), 7-й хромосоме 
у крысы и 2-й хромосоме у мыши (пары оснований от 
130 580 620 до 130 582 554) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

gene). Этот ген состоит из 3 экзонов и 2 интронов, коди-
рующих сигнальный пептид (19 аминокислот в первом эк-
зоне); гормон AVP (9 аминокислот также в первом экзоне); 
нейрофизин 2 (NP2, 93 аминокислоты), кодируемый всеми 
тремя экзонами, и C-концевой гликопептид копептин (39 
аминокислот в третьем экзоне) в перечисленном порядке 
(Iwasaki et al., 2000, Koufaris et al., 2015). Особенностью 
мРНК avp является наличие 3ʹ-поли(А) конца, который 
регулируется в зависимости от осмотических проблем 
и, как известно, повышает эффективность трансляции 
и увеличивает стабильность этой мРНК (Carrazana et 
al., 1988). Обычно период полураспада мРНК avp – 6 ч. 
Препрогормон адресуется сигнальным пептидом в эндо-
плазматический ретикулум, где этот пептид отщепляется, 
а копептин гликозилируется. После расщепления и моди-
фикации в ходе транспортировки по аксонам из гипотала-
муса в заднюю долю гипофиза гормон AVP и его белковый 
носитель, NP2, секретируются (Grant et al., 1993).

Ранее упоминавшиеся крысы Браттлборо имеют мута-
цию – отсутствие одного нуклеотида во втором экзоне, 
обусловливающую сдвиг рамки считывания в части гена 
avp, кодирующей NP2, но способны синтезировать окси-
тоцин и его нейрофизин (NP1). Гипоталамус этих крыс 
содержит обнаруживаемое, хотя и заметно пониженное  
количество транскрипта гена avp, фактически неотличи-
мое по размеру от мРНК нормального avp (Majzoub et al., 
1987). Однако мутантный вариант мРНК avp не реагиру-
ет на отклонения от нормы осмотических и объемных 
параметров циркулирующей жидкости (Majzoub et al., 
1987), и его трансляция нарушена (Schmale et al., 1984). 
Поскольку это рецессивная мутация, лишь гомозиготные 
животные не способны синтезировать гипоталамический 
AVP и связанный с ним NP. Мутация приводит к поте-
ре стоп-кодона с последующей трансляцией длинного 
поли(А) хвоста, генерирующего длинный полилизино-
вый С-конец, препятствующий правильной трансляции 
мутантной мРНК. Еще более вероятно, что изменения 
в аминокислотной последовательности в кодирующей 
области сами по себе являются причиной нарушения 
трансляции avp, поскольку искусственно созданные му-
тантные клетки с нормальным стоп-кодоном также не 
экспрессировали AVP.

Хотя большинство случаев центральных DI, наблюдае-
мых в клинической практике, являются приобретенными, 
однако естественно происходящие мутации также были 
обнаружены у пациентов с нейрогенной семейной DI 
(Iwasaki et al., 2000, Babey et al., 2011). Крысы Браттлборо 
имеют рецессивную аутосомную мутацию, в то время как 
семейные нейрогипофизарные DI человека почти всегда 
наследуются по аутосомно-доминантному типу, и лишь 
только несколько семей с этой патологией демонстрируют 
ее аутосомно-рецессивный тип наследования (Koufaris et 
al., 2015). В гене avp было описано по крайней мере 60 
мутаций, способных вызвать у человека нейрогипофизар-
ную форму DI. Большинство из этих мутаций (в основном 
в области NP) приводят к замене аминокислот в препро-
гормоне или к образованию аномально короткой версии 
этой молекулы. Исследования показывают, что изменен-
ные мутациями молекулы препрогормона не способны 
покинуть клетку и оказываются в ней, как в ловушке. 
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Дефектные молекулы с течением времени накапливаются 
и в конечном итоге повреждают и убивают эти клетки, что 
приводит к дефициту AVP и в результате к DI. 

Небольшие изменения в гене avp (например, однону-
клеотидные замены в регуляторных областях гена) могут 
вызвать избыточную экспрессию и чрезмерную секрецию 
AVP, результатом которых будет не DI, но высокая тре-
вожность, как это было обнаружено у крыс (Landgraf et 
al., 2007).

Особенности крыс Браттлборо 
и нокаутных мышей 
В гипоталамусе крыс Браттлборо пептид AVP не син-
тезируется, но в некоторых периферических тканях он 
способен экспрессироваться. К таким тканям относятся  
надпочечники, в которых обнаруживается AVP (Nussey et 
al., 1984), и, в отличие от мутантного avp гипоталамуса, 
экспрессия надпочечникового AVP реагирует на гемор-
рагию (Somova et al., 1986). Обнаружение у крыс Браттл-
боро экспрессии AVP также в яичниках (Lim et al., 1984), 
семенниках и  гастродуоденальном тракте (Friedmann 
et al., 1993a, b) предполагает наличие путей синтеза, 
отличных от функционирующих в нейронах гипотала-
муса. Действительно, мРНК avp периферических тканей 
обладает очень коротким поли(А) хвостом, который при-
водит к удлинению полипептидной цепи при ее синтезе 
примерно лишь на 10 остатков лизина на С-конце (Ivell et 
al., 1986). Этот предшественник гормона затем способен 
нормально транслироваться, что позволяет ему избежать 
исключения из правильного пути превращения в зрелый 
гормон, и, таким образом, AVP может быть упакован 
в гранулы и нормально секретирован.

Несоответствия между центральным и периферическим 
синтезом AVP представляются взаимно противоречи-
выми, однако мыши со сверхэкспрессией avp, несущие 
в гетерозиготном варианте копию гена avp, слитого с 35 
парами оснований, содержащих последовательность, обе-
спечивающую его экспрессию и в нейронах, также имели 
некоторые нейроспецифические особенности (Habener et 
al., 1989). Отметим, что водный баланс у этих трансген-
ных животных не был изменен (Grant et al., 1993, Miller 
et al., 1993).

Мыши-нокауты по avp также были получены. Они 
рождаются, но без периферического введения AVP не 
выживают (личное сообщение JA Majzoub и https://www.
mousephenotype.org/data/genes/MGI:88121). Поскольку от-
сутствие AVP не вызывает внутриутробной летальности, 
роль AVP в регуляции развития не может быть конечной 
причиной смерти. Так как периферичкески введенный 
AVP не проходит через гематоэнцефалический барьер 
(Ermisch et al., 1985), следует предположить, что фунда-
ментальная витальная роль этого гормона реализуется 
через периферические рецепторы. Правдоподобным объ-
яснением может явиться сохранение воды путем действия 
гормона через V2 рецепторы, поскольку без лечения DI 
в долгосрочной перспективе может привести к смерти. 
Тем не менее крысы Браттлборо также  имеют фенотип 
DI, который не является летальным. Еще одной причиной 
могут быть физические – размерные различия между 
мышами и крысами, так как водно-солевой гомеостаз 

особи меньшего размера может быть более уязвимым 
(например, дети более уязвимы к обезвоживанию, чем 
взрослые (http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/
Electrolyte+Supplements). Это предположение отчасти под-
тверждается отсутствием мышей-нокаутов по рецептору 
V2 типа, однако не ясно, являются ли носители такой му-
тации нежизнеспособными, или же просто никто не был 
заинтересован в ее получении. Вместе с тем искусственно 
созданные мыши-нокауты по avp, у которых синтез гор-
мона блокирован только в гипоталамусе (nucleus para-
ventricularis hypothalami, nucleus supraopticus hypothalami 
and nucleus suprachiasmaticus), имея DI фенотип, очень 
похожий на таковой у крыс Браттлборо, все равно оста-
ются жизнеспособными (Avptm1Hari, Avptm1Lja) (http://www. 
informatics.jax.org/allele/summary?markerId=MGI:88121). 
Кроме того, антагонисты рецептора V2 широко использу-
ются для лечения сердечной недостаточности и дают бла-
гоприятный терапевтический эффект (Izumi et al., 2014). 
Возражением может быть то, что блокада какого-либо 
эффекта в зрелом возрасте по своим последствиям может 
существенно отличаться от его врожденного отсутствия. 

Отметим, что созданные мыши с нокаутами по V1a 
(Bielsky et al., 2004, Egashira et al., 2004) или V1b (Tanoue 
et al., 2004, Roper et al., 2010), а также с двойными нокау-
тами по V1a / V1b (Nakamura et al., 2009) AVP рецепторам 
сохраняли способность к репродукции, и их потомство 
является жизнеспособными без какой-либо терапии, 
свидетельствуя о том, что летальный эффект нокаута по 
гену avp не может быть связан с гипотонией из-за отсут-
ствия вазоконстрикции (V1a) или нарушенной адаптации 
к стрессу (V1b).

Поэтому можно предположить, что одновременное 
нарушение эффектов AVP, опосредуемых V1a и V2 рецеп-
торами, а именно артериальная гипотензия и потеря воды, 
совместно приводят к летальному исходу, но оба рецепто-
ра могут лишиться своего лиганда как у крыс Браттлборо, 
так и нокаутных мышей. Однако присутствуют локальный 
синтез AVP в сердце (по крайней мере у крыс), а также 
выделение гормона в сердечный кровоток (Hupf et al., 
1999). Хотя это и не подтверждено экспериментально, 
но как у крыс Браттлборо, так и нокаутных животных 
эта система может быть сохранена и производить до-
статочное количество AVP для обеспечения сердечно-
сосудистого эффекта, который способен компенсировать 
гиповолемию, индуцированную избыточным оттоком 
мочи (Ganong, 1984). Действительно, V1a рецепторы 
присутствуют у животных линии Браттлборо, и их число 
даже изменяется в соответствии с циркадным ритмом 
(Young et al., 1993).

В целом AVP имеет жизненно важное значение прежде 
всего из-за его роли в поддержании циркуляции путем 
регуляции не только задержки воды в почках, но также 
сосудосуживающего действия. В более широком смысле 
эффекты AVP способствуют повышению качества жизни, 
влияя на процессы обширного спектра: от метаболизма, 
иммунитета, ремоделирования скелета и вплоть до пси-
хического благополучия.
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Генетика функций гормонов гипоталамуса
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

Effect of vasopressin 
on the expression of genes 
for key enzymes of interstitial 
hyaluronan turnover 
and concentration ability 
in WAG rat kidneys
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In mammals, arginine-vasopressin (AVP) is a major 
hormone involved in the regulation of renal water 
reabsorption, acting via an increase in the osmotic 
permeability of the collecting duct epithelium. 
The AVP-induced intracellular events include, as 
an essential step, the traffi ing of the vesicles 
containing the water channels, aquaporin-2, 
to the apical plasma membrane of the collecting 
duct principal cells. The interstitium of the renal inner 
medulla contains abundant linear negatively charged 
glycosaminoglycan hyaluronan (HA), which affects 
the water fl w depending on their polymeric state. 
Using real-time RT-PCR, we tested the assumption that 
the renal hyaluronan may be involved in the long-
term vasopressin effect on water reabsorption. 
The expression of the genes encoding hyaluronan 
synthase-2 (Has2) and hyaluronidase-1, 2 (Hyal1, 
Hyal2) in the kidneys of Wistar Albino Glaxo (WAG) 
was studied. Has2 mRNA content was the highest 
in the kidney papilla of the hydrated rats. The V2 recep-
tor-selective vasopressin analog dDAVP (100 µg/kg bw, 
ip, twice a day for 2 days) induced a considerable 
decrease in Has2 mRNA content in the papilla with less 
pronounced changes in the cortex. In contrast to Has2, 
dDAVP treatment caused a significa t increase in Hyal1 
and Hyal2 mRNA content in the renal papilla. There 
was a good fit be ween Hyal1 and Hyal2 transcriptional 
level and changes in hyaluronidase activity in the renal 
tissue. It was suggested that vasopressin is able to 
inhibit the synthesis of hyaluronan and concomi tantly 

Аргинин-вазопрессин (АВП) у млекопитающих является главным 
гормоном, регулирующим реабсорбцию воды в почке путем 
повышения осмотической проницаемости эпителия собира-
тельных трубок. Основным звеном внутриклеточных реакций, 
индуцированных АВП, является транслокация везикул, содержа-
щих водные каналы (аквапорины-2), в плазматическую мембрану 
главных клеток эпителия собирательных трубок. В интерстиции 
внутреннего мозгового вещества почки сосредоточено значи тель-
ное количество отрицательно заряженного глюкозаминогликана, 
гиалуронана, который может влиять на диффузию воды между 
структурами концентрирующего механизма в зависимости 
от состояния его полимерности. Вопрос о роли гиалуронана 
в регуляции транспорта воды в почке млекопитающих остается 
дискуссионным. С использованием ОТ-ПЦР реального времени 
проверялась гипотеза о вовлечении генов, кодирующих ключевые 
ферменты метаболизма гиалуронана, в долговременный эффект 
вазопрессина на концентрирующую функцию почек. Экспрес сия 
генов гиалуронан-синтазы 2 (Has2), гиалуронидазы-1 и гиалу ро-
нидазы-2 (Hyal1 и Hyal2), исследована в почке гидратированных 
крыс линии WAG (Wistar Albino Glaxo) и у крыс, которым в течение 
двух дней внутрибрюшинно вводился селективный агонист 
V2- рецепторов вазопрессина dDAVP (200 мкг/кг веса тела, дважды 
в день внутрибрюшинно). Содержание мРНК Has2 было наиболее 
высоким в мозговом веществе, сосочке почки гидратированных 
крыс. dDAVP индуцировал значительное снижение содержания 
мРНК Has2 в этой зоне, в корковом веществе изменения были 
менее выражены. В противоположность Has2, введение dDAVP 
сопровождалось значительным повышением содержания мРНК 
Hyal1 и Hyal2 в сосочке почки, при этом наблюдались выраженное 
повышение активности гиалуронидазы в почечной ткани и нара-
стание осмолярности отделяющейся мочи. Предполагается, что 
вазопрессин ингибирует синтез гиалуронана и одновременно 
стимулирует его деградацию в интерстициальной ткани сосочка 
почки, повышая проницаемость матрикса и облегчая ток воды 
между элементами противоточной концентрирующей системы 
путем регуляции экспрессии генов ключевых ферментов метабо-
лизма гиалуронана. 

Ключевые слова: вазопрессин; почка; гиалуронан; гиалуронан-
синтаза-2; гиалуронидаза-1, 2; экспрессия генов; осмотическое 
концентрирование.
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Влияние вазопрессина на экспрессию генов, 
кодирующих ключевые ферменты метаболизма 
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promotes its degradation in the renal papilla 
interstitium, thereby facilitating water fl w 
between elements of the renal countercurrent 
system. The implications for this effect are 
discussed in the context of the literature data.

Key words: vasopressin; kidney; hyaluronan; 
hyaluronansynthase-2; hyaluronidase-1, 2; gene 
expression; water reabsorption.
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В системе регуляции водно-электролитного гомеостаза 
у млекопитающих главным фактором, стимулирую-
щим реабсорбцию воды в почке путем повышения 

осмотической проницаемости эпителия дистальных ка-
нальцев, является нейрогипофизарный гормон вазопрес-
син. Открытие аквапоринов, водных каналов клеточных 
мембран, отмеченное в 2003 г. Нобелевской премией 
(Agre, 1997, 2004), послужило основой прогресса в из-
учении молекулярных механизмов действия гормона. 
Согласно современным представлениям, вазопрессин, 
связываясь со специфическими рецепторами базальной 
мембраны главных клеток эпителия собирательных тру-
бок, индуцирует цепь реакций, включающих в качестве 
главного звена транслокацию аквапоринов в апикальную 
мембрану клетки, и увеличение ее проницаемости (Niel-
sen et al., 2001; Noda, Sasaki, 2005; Rinschen et al., 2010). 
Помимо быстрого эффекта, развивающегося в течение 
нескольких минут, вазопрессин оказывает долговремен-
ное действие на проницаемость собирательных трубок 
на геномном уровне, стимулируя биосинтез аквапоринов 
(Ecelbarger et al., 1996; Uawithya et al., 2008). Несмотря 
на успех, достигнутый в последние годы в изучении 
клеточных механизмов действия вазопрессина, многие 
вопросы регуляции концентрирующей функции почек 
остаются нерешенными. Процесс осмотического кон-
центрирования достигает максимального уровня в зоне 
внутреннего мозгового вещества – сосочке почки. В этой 
зоне барьер для диффузии воды из собирательных трубок 
в кровоток представлен не только эпителием, но также 
плотным внеклеточным матриксом, разделяющим эле-
менты концентрирующего противоточного механизма. 
Основным компонентом внеклеточного матрикса является 
гиалуронан (гиалуроновая кислота, ГК) – линейный от-
рицательно заряженный гликозаминогликан, построенный 
из пов торяющихся дисахаридных единиц Д-глюку роно-
вой кислоты и N-ацетилглюкозамина (Comper, Laurent, 
1978; Lee, Spicer, 2000). В почке млекопитающих рас-
пределение ГК гетерогенно: высокая концентрация ха-
рактерна для внутренней зоны мозгового вещества, в то 
время как в кор ковом веществе содержание ГК в десятки 
раз ниже (Ivanova et al., 1982; Rügheimer et al., 2008). 
В высокополимерном состоянии ГК обладает уникальной 
способностью формировать трехмерный гель, связывать 
большие объемы воды и положительно заряженные 

ионы, и это свойство может влиять как на диффузию 
воды и растворов в медулле почки, так и на поддержание 
концентрационного градиента (Day, 1952; Hedbys, 1963; 
Preston et al., 1965; Pinter, Shohet, 2009). Благодаря высокой 
вязкости ГК также может обладать функцией механо-ос-
мотического преобразователя, конвертирующего энергию 
перистальтического сокращения гладких мышц почечной 
лоханки в аксиальный осмотический градиент в сосочке 
(Knepper et al., 2003; Pinter, Shohet, 2009).

А.Г. Гинецинским в 1958 г. была предложена гипотеза 
о вовлечении гиалуронидазы в механизм действия вазо-
пресина на реабсорбцию воды в почке (Ginetzinsky, 1958). 
В пионерских работах его лаборатории было найдено, 
что гиалуронидазная активность мочи нарастает при де-
гидратации и введении препаратов нейрогипофизарного 
гормона и падает практически до нуля при водной нагруз-
ке. При этом гистохимически выявляются существенные 
изменения состояния интерстициального матрикса и меж-
клеточных контактов в эпителии собирательных трубок 
(Иванова, 1958; Закс, Титова, 1959; Наточин, 1959; Ивано-
ва, Виноградов, 1962). Интерес к «гиалуронидазной гипо-
тезе» возобновился в последние годы в связи с появлением 
новых данных о большой зависимости гиалуронидазной 
активности и содержания ГК в почке от интенсивности 
осмотического концентрирования и уровня вазопрессина 
в крови (Ivanova, Melidi, 2001; Harada, Takahashi, 2007; 
Rügheimer et al., 2008). Однако вопрос о молекулярных 
механизмах вовлечения ГК интерстициального матрикса 
в эффект вазопрессина на транспорт воды в почке оста-
ется дискуссионным и требует дальнейших исследований 
(Pinter, Shohet, 2009; Stridh et al., 2012).

Гетерогенность распределения ГК по функциональным 
зонам почки и изменение его концентрации при смене 
водного режима, по-видимому, могут быть объяснены раз-
личной интенсивностью биосинтеза этого полисахарида 
или его деградации. У млекопитающих идентификаци-
рованы три изоформы гиалуронан-синтазы, осущест-
вляющие биосинтез ГК – HAS1, 2 и 3 (Spicer, McDonald, 
1998). В почке крыс обнаружена экспрессия всех трех 
ферментов (Rügheimer et al., 2009). По-видимому, наи-
более существенный вклад в содержание ГК вносит 
HAS2, для которой характерны продукция полимера 
максимальной длины и большая скорость полимериза-
ции (Itano, Kimata, 1996; Jacobson et al., 2000; Bartolo, 
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Donald, 2007). В деградации ГК в соматических тканях 
млекопитающих основную роль играют лизосомальные 
гидролазы: гиалуронидаза 1-го типа, β-глюкуронидаза 
и β-N-ацетилглюкозаминидаза и гиалуронидаза 2-го ти-
па, фиксированная на плазматической мембране клеток 
(Csoka et al., 2001; Jedrzejas, Stern, 2005; Harada, Takaha shi, 
2007). HYAL2 функционирует внеклеточно, гидролизуя 
ГК с преимущественным образованием крупных остатков 
порядка 20–50 кДа, которые интернализуются в клетку 
и гидролизуются далее лизосомальными ферментами 
(Stern, 2003; Ericsson, Stern, 2012). В настоящем иссле-
довании проведен анализ действия вазопрессина на экс-
прессию генов, кодирующих ключевые ферменты обмена 
ГК, в различных зонах почки крыс WAG в сопоставлении 
с показателями почечной функции.

Материалы и методы
Экспериментальные животные. Работа проведена на 
половозрелых крысах линии WAG весом 200–250 г, вы-
ращенных в ЦКП «Виварий конвенциональных жи вот-
ных» ИЦиГ СО РАН (г. Новосибирск). Крыс содержали 
группами по четыре – шесть особей в стандартных усло-
виях со свободным доступом к питьевой воде и сухому 
корму. Исследование выполнено в соответствии с «Прави-
лами работ с использованием экспериментальных жи-
вотных» (приложение к приказу № 755 Министерства 
здравоохранения от 12 августа 1977 г.), а также с между-
народными принципами Хельсинкской декларации о гу-
манном отношении к животным.

За день до эксперимента крыс помещали в индивиду-
альные клетки с сетчатым дном, в которых их содержали 
в течение всего экспериментального периода, и собирали 
спонтанно выделявшиеся пробы мочи для определения 
следующих функциональных параметров: диурез, ско-
рость клубочковой фильтрации по клиренсу креатинина 
и уровень реабсорбции осмотически свободной воды 
      C(TH2O). В конце эксперимента животных анестезировали
тиопенталом натрия (10 мг/кг веса тела, внутрибрюшин-
но) и после декапитации забирали пробы крови и образцы 
почечной ткани. Концентрацию креатинина в плазме 
крови и моче измеряли спектрофотометрически (PD 303 
UV, Apel, Япония). Осмоляльность мочи и плазмы крови 
определяли криоскопическим способом (миллиосмометр 
МТ-2, Россия). Расчет почечных функций проводили по 
стандартным формулам.

Дизайн эксперимента. Все животные были разделены 
на три группы:

1) контрольные крысы (n = 4) содержались на стан-
дартном корме со свободным доступом к питьевой воде; 
животным этой группы вводили физиологический рас-
твор (0,5 мл внутрибрюшинно, дважды в день) в течение 
двух дней;

2) гидратированные крысы (n = 4); животных в течение
двух дней лишали стандартного корма, но они имели 
свободный доступ к гипотоническому 4 %-му раствору 
сахарозы, в данных условиях потребление которого кры-
сами достигало 60–70 % от массы тела в день; животные 
гидратировались и секреция эндогенного вазопрессина 
подавлялась;

3) крысы (n = 4) с введением селективного агониста
V2-рецепторов вазопрессина (дезамино-Cys1,D-Arg8-
вазо прессин, dDAVP, Sigma, США); препарат вводили 
внутрибрюшинно дважды в день в течение двух дней 
в дозе 100 мкг/кг массы тела; животных содержали на 
стандартном корме со свободным доступом к питьевой 
воде.

Оценка экспрессии мРНК генов в почке крыс. Уро-
вень экспрессии мРНК генов, кодирующих ферменты 
метаболизма ГК (Has2, Hyal1, Hyal2), определяли в коре 
и внутреннем мозговом веществе почки методом ОТ-ПЦР 
в реальном времени. Образцы тканей почки, взятые на 
холоде сразу после декапитации животных, помещали 
в стерильные пробирки, замораживали в жидком азоте 
и хранили при –70 °C до выделения РНК. Тотальную 
РНК из тканей почек получали с использованием набора 
реагентов Aurum Total RNA Mini kit (Bio-Rad, США) на 
колонках согласно прилагаемому протоколу. Концентра-
цию РНК в полученном образце измеряли на спектрофото-
метре Eppendorf BioPhotometer Plus (Eppendorf, Герма-
ния). Чистоту определяли по соотношению оптических 
плотностей образца, измеренных при 260 и 280 нм; в ра-
боте использованы пробы с коэффициентом более 1,8. 

Для проведения обратной транскрипции смешива-
ли 2 мкг тотальной РНК в 20 мкл реакционной смеси, 
в которую входили: 200 единиц обратной транскрипта-
зы M-MLV RT (Биосан, Новосибирск, Россия), 0,1 мМ 
олиго-dT 18 праймеры (Биосинтез, Новосибирск, Рос-
сия), 1 × MLV RT буфер (Promega, США), 3,5 мM dNTP 
(Сибэнзим, Новосибирск, Россия), 5 мM дитиотреитол 
(DTT, Sigma, США), 20 единиц ингибитора рибонуклеаз 
(Fermentas, Литва). В негативном контроле вместо РНК 
добавляли аликвоту бидистиллированной воды. Смесь 
инкубировали 60 мин при 42 °C, реакция прерывалась 
инактивацией ферментов в течение 10 мин при 95 °C. 
Работа выполнена в амплификаторе БИС (Россия). Полу-
ченную кДНК хранили при –20 °C.

ПЦР в реальном времени проводили в реакционной 
смеси объемом 25 мкл, содержащей 2,5 мкл кДНК 
и 22,5 мкл смеси, состоящей из 2,5 мМ дезоксинуклео-
зидтрифосфатов, 10-кратного ПЦР буфера, 25 мМ МgCl2, 
5 Е / мкл Taq ДНК-полимеразы с ингибирующими актив-
ность фермента антителами, деионизированной воды 
(Набор реагентов для проведения ПЦР-РВ в присутствии 
красителя EVA Green, Синтол, Россия), смеси 12,5 пкмоль 
прямого и обратного праймеров (Биосинтез, Новосибирск, 
Россия). В негативном контроле вместо кДНК добавляли 
бидистиллированную воду. Амплификацию проводили 
в системе CFX96 real-time PCR (BioRad, США) по следую-
щей схеме: 1) денатурация 95 °C – 5 мин; 2) денатурация 
95 °C – 10 с, отжиг при оптимальной температуре для вы-
бранных праймеров (60 °C) – 30 с, элонгация 72 °C – 20 с, 
39 циклов; 3) определение кривых плавления продуктов 
амплификации в диапазоне температур от 65 до 95 °C 
при шаге в 0,5 °C для подтверждения специфичности 
амплификации и отсутствия димерных праймеров. Ген-
специфичные праймеры представлены в табл. 1, подбор 
проводили таким образом, чтобы соответствующие фраг-
менты геномной ДНК содержались внутри одного экзона.
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Количественную оценку уровня экспрессии мРНК изучаемых генов 
проводили по отношению к экспрессии гена «домашнего хозяйства» 
гипоксантинфосфо рибо зилтрансфе разы-1 (HPRT1), который служил внутрен-
ним стандартом обратной транскрипции. После проведения ОТ-ПЦР данные 
анализировали в пакете программ CFX Manager Software ver. 1.5 (Bio-Rad, 
США). Каждое из мерение выполняли в трех повторностях и нормировали 
относительно экспрессии гена HPRT1 с использованием стандартного метода 
(Bookout et al., 2006).

После проведения ПЦР продукты амплификации идентифицировали при 
помощи электрофореза с использованием 1 %-го этидиум бромида (Меди-
ген, Новосибирск, Россия) в 1,8 %-м агарозном геле (агароза – Sigma, США) 
с 1 × TBE буфером (разбавление TBE × 10, включающего 108 г трис, 54 г борной 
кислоты, 20 мл 1М ЭДТА, дистиллированная вода – до 1 л). Идентификацию 
проводили относительно ДНК-маркеров (Fermentas, Литва). Электрофорез 
осуществляли при напряжении 120 В в течение 30 мин в аппарате для горизон-
тального электрофореза (Helicon, Россия), гель фотографировали фотокамерой 
Olympus в ультрафиолетовом свете (300 нм) на трансиллюминаторе (рис. 1). 
Каждая пара праймеров давала одну полосу продукта ожидаемого размера.

Определение активности гиалуронидазы в ткани почки. Для определе-
ния гиалуронидазной активности в пробах крови и растворах гомогенатов коры 
и сосочка почки использовали флюориметрический метод Моргана – Эль сона 
в модификации Такахаши (Takahashi et al., 2003) в условиях трехчасового ги-
дролиза при 37 °C по конечному продукту – N-ацетилглюкозамину (GlcNAc). 
Активность сопутствующих экзогидролаз в реакционной смеси ингибировали 
0,02 M раствором слизевой кислоты. Флюоресценцию измеряли на флюорате-
2М (ЛЮМЭКС, Россия) при волне возбуждения 545 нм и эмиссии – 602 нм. 
За единицу активности гиалуронидазы принимали количество фермента, 
необходимого в данных условиях реакции для образования одного мкмоль 
концевого глюкозамина за одну минуту. Соответствующая калибровочная 
кривая ставилась с известными концентрациями N-ацетилглюкозамина.

Измерение содержания гиалуронана в ткани почки. Образцы почечной 
коры и сосочка замораживали в жидком азоте, измельчали и выдерживали 
в смеси этанола и эфира, высушивали и взвешивали. Гиалуронан экстраги-
ровали в 0,5 М NaOH в течение 15 ч при 4 °C. После центрифугирования 
(2 000 g, 20 мин, 4 °C) супернатант анализировали, используя набор ELISA 
(Echelon Bioscience Inc., США).

Гистохимическое выявление гиалуронана. Светооптическое иссле-
дование выполнено на уровне коры почки и средней трети сосочка почки, 
содержащей структуры, ответственные за осмотическое концентрирование. 
Для подготовки блоков к проведению гистохимического анализа содержания 
гиалуроновой кислоты от почки после извлечения отсекали полюса; полу-
ченный фрагмент, включающий все зоны почки, помещали в 12 %-й фор-

малин на 48 ч. Далее осуществляли 
обезвоживание и заливку ткани в 
среду Histomix (БиоВитрум, Россия) 
по стандартным методикам. Сре-
зы готовили на санном микротоме 
Microm HM430 (Microm International 
GmbH, Германия) толщиной 5 мкм. 
Окрашивание для специфического 
выявления кислых гликозаминоглика-
нов производили алциановым синим 
(БиоВитрум, Россия), использовали 
1 %-й раствор красителя при pH 2,5 
в течение 3 мин. Для того чтобы из-
бежать появления артефактов окра-
ски, срезы контрольных и опытных 
групп окрашивали одновременно. 
Препараты изучали под световым 

Table 1. Primers for real-time RT-PCR and amplicon sizes 

Gene Primer sequence Amplicon length, bp

Has2
F: 5ʹ-CTTCCGAGAGTGGCTATACAATGC-3ʹ

210
R: 5ʹ-GCGAAAGACGACTTGATGAGACC-3ʹ

Hyal1
F: 5ʹ-TCGGACCCTTTATCCTGAAC-3ʹ

262
R: 5ʹ-TTCTTACACCACTCTCCACTC-3ʹ

Hyal2
F: 5ʹ-TCAGTGTACGCTTCAAGTATGGA-3ʹ

181
R: 5ʹ-GACTGAGGTGCAAGAAGGTACTG-3ʹ

HPRT1
F: 5ʹ-AGTTTGTTGTTGGATATGCCCTTG-3ʹ

126
R: 5ʹ-TGTAGATTCAACTTGCCGCTGTC-3ʹ

Amplicon size, bp 210 262 181 126 126

Gene

300 bp

200 bp

100 bp

1 2 3 4 5 6

Fig. 1. Analysis of amplific tes of genes 
under study Has2, Hyal1, Hyal2; the HPRT1 
housekeeping gene; and the negative PCR 
control.
Lanes: 1, DNA molecular weight ladder; 2, Has2;  
3, Hyal1; 4, Hyal2; 5, Hprt1; 6, Hprt1 (no RT).
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микроскопом Axioscop 40 (Carl Zeiss, Германия) при уве-
личении объектива × 63. Снимки препаратов выполнены 
с использованием цифровой фотонасадки AxioCam MRc 
(Carl Zeiss, Германия).

Статистическая обработка данных. Достоверность 
различий в изу чаемых группах оценивали по t-критерию 
Стьюдента для парных сравнений. Для сравнения не-
зависимых выборок анализ достоверности различий 
проводили с помощью однофакторного диспер сионного 
анализа ANOVA. Статистическую обработ ку проводили в 
пакете программ Statistica (StatSoft, США). Достоверными 
признавали различия при p ≤ 0,05. Приведенные в работе 
данные представлены в виде: среднее ± ошибка среднего 
(M ± SEM).

Результаты 
Оценка параметров почечной функции. Для живот-
ных разных экспериментальных групп были характерны 
существенные различия концентрирующей функции 
почек (табл. 2). Контрольные крысы экскретировали ги-
пертоническую мочу. Обильное питье гипотонического 
4 %-го раствора сахарозы в течение двух дней приводи-
ло к возрастанию скорости мочеобразования и резкому 
снижению осмоляльности экскретируемой мочи, об-
условленному торможением реабсорбции осмотически 
свободной воды. Осмоляльность плазмы крови в данной 
экспериментальной группе не отличалась от контроля. 
Очевидно, это связано с перераспределением жидкости 
между компартментами в условиях гидратации. Введение 
dDAVP в течение двух дней индуцировало существенное 
возрастание реабсорбции осмотически свободной воды, 
и осмоляльность мочи достигала максимальных зна-
чений. Существенных различий скорости клубочковой 
фильтрации, измеренной по клиренсу креатинина, между 
экспериментальными группами не наблюдалось.

Уровень экспрессии генов ферментов метаболизма 
гиалуронана. При проведении ОТ-ПЦР в реальном 
времени было обнаружено, что мРНК гена Has2 экспрес-
сируется в коре и внутреннем мозговом веществе почки 
(рис. 2, а). Снижение реабсорбции осмотически свободной 
воды после двухдневной гидратации сопровождалось 
повышением экспрессии мРНК гена Has2 во внутреннем 
мозговом веществе почки по сравнению с контролем. 

В коре почки гидратированных крыс наблюдалось увели-
ченное содержание мРНК Has2, но в этой зоне прирост 
был значительно меньше, чем во внутреннем мозговом 
веществе. Введение селективного агониста V2-рецепторов 
вазопрессина (dDAVP) приводило к снижению экспрессии 
Has2 в коре почки по сравнению с контролем и группой 
гидратации, однако наиболее резкие различия содержания 
мРНК Has2, по сравнению с группой гидратации, отме-
чались во внутреннем мозговом веществе.

Содержание мРНК гена Hyal-1 в коре почки достовер-
но не изменялось в условиях гидратации или введения 
dDAVP (рис. 2, б). Однако во внутреннем мозговом 
веществе при введении dDAVP выявлено существенное 
увеличение уровня экспрессии мРНК Hyal-1.

Тенденция к нарастанию уровня экспрессии мРНК гена 
Hyal-2 наблюдалась в коре почки в условиях введения 
dDAVP (рис. 2, в). При этом гидратация гипотоническим 
раствором сахарозы вызвала достоверное снижение 
содержания мРНК Hyal-2 в коре почки. По сравнению 
с контролем существенные изменения обнаружены во 
внутреннем мозговом веществе: достоверное уменьшение 
уровня экспрессии мРНК Hyal-2 в условиях гидратации 
и значительное возрастание – при введении dDAVP. 
Низкое содержание мРНК Hyal-2 в коре и внутреннем 
мозговом веществе почки гидратированных крыс корре-
лировало с наименьшей по сравнению с другими группа-
ми осмоляльностью экскретируемой мочи.

Активность гиалуронидазы в тканях почки. При 
определении гиалуронидазной активности в экстрактах 
коры почки не выявлено достоверных различий между 
экспериментальными группами (табл. 3). Активность 
гиалуронидазы во внутреннем мозговом веществе во всех 
группах была существенно выше по сравнению с корой. 
В условиях гидратации наблюдалось снижение гиалуро-
нидазной активности во внутреннем мозговом веществе 
почки. Напротив, введение dDAVP вызвало достоверное 
возрастание активности фермента в ткани внутреннего 
мозгового вещества почки. Выявлена положительная 
корреляция между осмоляльностью мочи и активностью 
гиалуронидазы во внутреннем мозговом веществе почки 
(r = 0,85, p < 0,05).

Распределение гиалуронана в почке. В почке крыс 
WAG выявлено гетерогенное распределение ГК (табл. 3), 

Table 2. Effects of hydration and dDAVP administration on renal functions 

Renal function Experimental series

Control Hydration dDAVP administration

Urine formation rate, ml/h/100 g body wt 0.15 ± 0.02 1.2 ± 0.3*** 0.23 ± 0.04

Glomerular filt ation rate (creatinine clearance),  
ml/h/100 g body wt

10.8 ± 2.0 12.9 ± 1.4 9.7 ± 1.4

Urine osmolality, mOsm/kg H2O 1709 ± 85 61 ± 14*** 2300 ± 105**

Plasma osmolality, mOsm/kg H2O 311 ± 17 298 ± 16 301 ± 28

Osmotically free water reabsorption,  
ml/h/100 g body wt

+1.29 ± 0.22 –0.7 ± 0.014*** +1.52 ± 0.21

**p < 0.01; ***p < 0.001 compared to control rats.
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характеризующееся наименьшим содержанием ГК в коре 
всех экспериментальных групп. Во внутреннем мозговом 
веществе почки в условиях гидратации происходило до-
стоверное возрастание содержания ГК. Действие dDAVP 
приводило к уменьшению содержания ГК во внутреннем 
мозговом веществе почки на 76 % по сравнению с ги-
дратированными крысами. Результаты количественного 
распределения ГК согласуются с гистохимическим вы-
явлением в почке исследованных животных (рис. 3). При 
светооптическом изучении срезов, окрашенных алциано-
вым синим, не выявлено различий гистохимического окра-
шивания ГК в корковом веществе всех экспериментальных 
групп. В средней трети внутреннего мозгового вещества 
почки наиболее интенсивным было окрашивание ГК ин-
терстициального пространства у гидратированных крыс 
(рис. 3, б), в то время как в группах контроля и введения 
dDAVP, характеризующихся высокими показателями 
эффектив ности осмотического концентрирования мочи, 
обнаружено менее интенсивное окрашивание интерсти-
циального простран ства (рис. 3, а, в).

Обсуждение
Был изучен эффект аналога вазопрессина, селективного 
агониста V2-рецепторов, dDAVP, на экспрессию генов 
Has2, Hyal1 и Hyal2, кодирующих ключевые ферменты, 
вовлеченные в обмен ГК в почке крыс WAG. Обнаружено, 
что содержание мРНК Has2 было наибольшим во внут-
реннем мозговом веществе (сосочке почки) в условиях 
подавления секреции эндогенного вазопрессина у крыс 
WAG гидратацией. Введение в течение двух дней dDAVP 
ассоциировалось с существенным снижением содержа-
ния мРНК Has2 в сосочке почки. Наблюдались четкие 
обратные отношения между экспрессией Has2 в сосочке 
и реабсорбцией осмотически свободной воды. Повышен-
ная транскрипция Has2 при низком уровне вазопрессина 
в крови может свидетельствовать об усиленной продукции 
ГК, что подтверждалось нарастанием содержания ГК в по-
чечной ткани и усилением интенсивности окрашивания 
структур интерстициального матрикса.

Введение крысам аналога вазопрессина приводило 
к снижению содержания ГК в интерстиции сосочка, что 
может быть не только следствием подавления биосинтеза 
полимера, но также усилением его катаболизма. Соот-
ветственно полученным результатам, гены Hyal1 и Hyal2 
экспрессируются во всех функциональных зонах почки. 
В условиях действия dDAVP не наблюдалось существен-
ного повышения экспрессии мРНК генов Hyal1 и Hyal2 
и гиалуронидазной активности в корковом веществе 
почки по сравнению с контрольными животными, в то 
время как в области сосочка почки экспрессия этих генов 
и ферментативная активность значительно нарастали. 
На основании полученных данных невозможно выявить, 
какая именно форма гиалуронидазы вызывает повышение 
измеряемой гиалуронидазной активности ткани сосочка 
почки. Тем не менее отмечалась хорошая корреляция меж-
ду изменением гиалуронидазной активности в тканевых 
экстрактах и транскрипционными событиями. В результа-
те имело место повышение деградации ГК интерстиция, 
окружающего собирательные трубки, сегменты петель 
Генле и прямые сосуды, образующие пучки в мозговом 

Fig. 2. Expression of mRNAs under study in the renal cortex and inner 
medulla of WAG rats: (a) hyaluronan synthase 2, (b) hyaluronidase 1,  
(c) hyaluronidase 2. 
Expression of the Has2 (a), Hyal-1 (b), Hyal-2 (c) genes is given relative 
to the HPRT1 housekeeping gene. Data are shown as M ± SEM. Significan es 
of differences from controls according to Student’s t test: *p < 0.05; **p < 0.01; 
***p < 0.001.
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Table 3. Effect of hydration and dDAVP administration on the content and Hyal activity in renal tissues 

Experimental series Hyaluronan content (mg/g dry wt) Hyaluronidase activity (mcg GlcNAc/h/mg of protein)

Cortex Papilla Cortex Papilla

Control 0.71 ± 0.05 7.9 ± 0.8vvv 15.1 ± 1.2 51.2 ± 4.9vvv

Hydration 0.88 ± 0.21 13.6 ± 0.1vvv *** 14.5 ± 3.6 30.2 ± 5.5vvv **

dDAVP administration 0.69 ± 0.12 3.29 ± 0.24vvv * 18.9 ± 3.5 75.5 ± 6.4vvv *

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 compared to control; VVp < 0.01; VVVp < 0.001 compared to renal cortex.

Fig. 3. Histochemical visualization of hyaluronan in the renal cortex and inner medulla of WAG rats. 
a, control; b, hydration; c, dDAVP treatment. Lens magnific tion × 63. 
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веществе почки. Предполагается, что гидролиз ГК в со-
судистых пучках сосочка не только приводит к снижению 
вязкости интерстиция, но и сближает почечные канальцы 
и сосуды, вследствие чего укорачивается диффузионная 
дистанция между элементами концентрирующей системы 
почки и это способствует созданию осмотического гра-
диента противоточной умножительной системой (Bartolo, 
Donald, 2007; Stridh et al., 2012).

Соответственно предыдущим исследованиям, двухча-
совая гидратация, вызванная инфузией гипотонического 
раствора сахарозы, приводила к нарастанию содержания 
ГК в почечном сосочке крыс Спрэг-Доули, но при этом 
не регистрировалось нарастания транскриптов Has2 
и снижения транскриптов Hyal1-4 (Hansell et al., 2000; 
Rügheimer et al., 2009). С точки зрения авторов, быстрое 
повышение ГК интерстиция за время двухчасовой гидра-
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тации происходит без вовлечения изменений экспрессии 
генов и их вклада в продукцию и расщепление ГК, они 
предполагают, что нарастание ГК – следствие изменения 
активности гиалуронидазы. В то же время в их работе 
наблюдалась корреляция между снижением содержания 
ГК и уменьшением Has2 транскрипции в сосочке почки 
после 24-часовой дегидратации. В нашем исследовании 
при пролонгированной гидратации (два дня) проде-
монстрированы как повышение экспрессии гена Has2 
с одновременным снижением экспрессии гена Hyal2, так 
и снижение гиалуронидазной активности в ткани сосочка. 
В экспериментах с введением аналога вазопрессина в те-
чение двух дней у крыс WAG экспрессия гена Has2 резко 
редуцировалась и одновременно повышалась экспрессия 
генов Hyal1-2. Таким образом, направленность изменений 
содержания ГК и гиалуронидазной активности в медул-
лярной зоне, которые наблюдались нами в экспериментах 
на крысах WAG, совпадает с тем, что получено ранее на 
крысах Спрэг-Доули (Hansell et al., 2000; Rügheimer et 
al., 2009). Расхождение литературных данных с нашими 
результатами в отношении экспрессии генов, кодирующих 
ферменты метаболизма ГК, может быть объяснено раз-
личиями экспериментального дизайна и длительностью 
эксперимента.

В сосочке почки вазопрессин может оказывать также 
непрямой эффект на активность гиалуронидазы благо-
даря изменению концентраций мочевины и натрия 
в интерстициальной среде. В сосочке почки крыс кон-
центрация мочевины варьирует от 0,3 (во время водной 
нагрузки) до 1,0 М (при дегидратации), а натрия – от 
0,15 до 0,4 М (Bulger, 1987). Кривая начальной скорости 
реакции гидролиза ГК ферментами, изолированными из 
почечного сосочка, показала, что концентрации мочевины 
и натрия, характерные для гидратации и долговременно-
го эффекта вазопрессина, являются оптимальными для 
активности гиалуронидазы. В то же время концентрации 
выше или ниже оптимума оказывают ингибирующий 
эффект на ферментную активность (Ivanova et al., 1985). 
Х.Л. Брукс с коллегами (Brooks et al., 2003) наблюдали 
различные ответы генов на dDAVP в корковой и ме-
дуллярной зонах почки крыс Браттлборо, лишенных 
эндогенного вазопрессина. Авторы предположили, что 
долговременный эффект dDAVP может состоять из 
прямого и непрямого действия гормона на экспрессию 
генов. Непрямое действие может проявляться благодаря 
вазопрессин-индуцированным изменениям локальной 
осмоляльности и концентрации ионов. Наша гипотеза 
о регуляции активности гиалуронидазы в папилляр ной 
зоне мочевиной и натрием согласуется также с наблюде-
ниями, сделанными на бесклеточной среде, в которой был 
выявлен ингибирующий эффект низкой ионной силы на 
катализируемый гиалуронидазой гидролиз ГК (Asteriou 
et al., 2006). Сравнение данных предшествующих работ 
с результатами настоящего исследования подтверждает, 
что вазопрессин ускоряет катаболизм ГК в медуллярной 
зоне почки, при этом вовлекаются различные механизмы: 
вазопрессин повышает биосинтез ферментов HYAL1 
и HYAL2 путем стимуляции экспрессии соответствующих 
генов и ускоряет деградацию ГК вследствие активации 
ферментов мочевиной и ионами натрия, концентрация 

которых повышается в условиях антидиуреза. Дальнейшее 
изучение необходимо для проверки этой гипотезы.

Таким образом, результаты настоящего исследования 
показали, что изменение экспрессии генов, кодирую-
щих ключевые ферменты обмена ГК интерстициальной 
ткани почки, вовлекается в эффект вазопрессина на 
реабсорбцию воды. Одновременно с повышением числа 
аквапоринов в клеточной мембране вазопрессин способен 
ингибировать синтез ГК интерстиция в мозговом веществе 
почки и вместе с этим стимулировать его деградацию. Это 
приводит к снижению содержания ГК в медуллярном ин-
терстиции и облегчает диффузию воды между канальцами 
и сосудами концентрирующей системы почки. Вопрос 
о молекулярных механизмах эффекта вазопрессина на 
активность генов катаболизма ГК остается открытым.
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Генетика функций гормонов гипоталамуса
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

Details of Walker 256 
carcinosarcoma growth 
in Brattleboro and ISIAH 
lines of rats

I.I. Khegay

Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia

The growth dynamics of transplantable Walker 256 
carcinosarcoma was investigated in rats modeling 
inherited systemic pathological processes. Hypotha-
lamic diabetes insipidus is developing in Brattleboro 
rats on the background of total vasopressin absence 
in the blood. Regulation of water-electrolytic meta-
bolism is disturbed due to hormonal disbalance. ISIAH 
rats are carriers of inherited stress-induced arterial 
hypertension. Vascular rigidity is accompanied by 
additional pleiotropic effects. The experiments have 
been carried out on inbred Brattleboro and ISIAH rats, 
and their hybrids segregated from (ISIAH × Brattleboro) 
F1 × Brattleboro mating. The mutant vasopressin 
gene di (diabetes insipidus) and fur painting genes, 
albino (C) and hooded (h), localized in three different 
linkage groups, were used as genetic markers 
of progeny splitting. Alternative pairs of traits were: 
daily water consumption above 45 % or lower than 
20 % of body weight – for the vasopressin locus; 
total white or other color of fur – for the albino locus; 
presence or absence of unevenness in fur painting – 
for the hooded locus. It has been found that there are 
only two types of growth dynamics of grafted tumor. 
In the rats of the inbred Brattleboro line and in the didi 
homozygotes, which were segregated from analytical 
mating (ISIAH × Brattleboro) F1 × Brattleboro, tumor 
began to regress and diminished until absolute dis-
appearance after some initial growing. Hetero zygous 
offspring di+ and parental ISIAH rats with the normal 
vasopressin genotype (++) showed permanent tumor 
growth until lethal injury. It was found that tumor 
regression demonstrates concordance exclusively to 
the didi genotype, segregation of this feature does not 
depend on the genotype of the albino or hooded loci. 
Alternative to tumor regression, permanent growth 
of tumor is observed in all rats having at least one 
normally expressed vasopressin gene.

Key words: vasopressin; Walker 256; tumor regression; 
genetic markers; concordance 

Исследована динамика роста перевиваемой линейнонеспецифи-
че ской карциносаркомы Walker 256 у крыс, моделирующих 
наследственные системные патологические процессы. У крыс 
линии Brattleboro развивается гипоталамический несахарный 
диабет на фоне абсолютного отсутствия вазопрессина в крови. 
Вследствие гормонального дисбаланса нарушается регуляция 
водно-электролитного обмена. Крысы линии ISIAH (НИСАГ) 
являются носителями генетически обусловленной стресс- инду-
ци руемой артериальной гипертензии. Сосудистая ригидность 
сопровождается дополнительными плейотропными эффектами. 
Эксперименты выполнены на инбредных крысах линий Brattleboro 
и ISIAH и их гибридах (ISIAH × Brattleboro) F1 × Brattleboro. В каче-
стве генетических маркеров расщепления потомков использовали 
мутантный ген вазопрессина di (diabetes insipidus) и гены окраски 
шерсти, альбино (С) и капюшон (h), локализованные в трех 
различных группах сцепления. Альтернативные пары признаков 
составили: для локуса вазопрессина – суточное потребление 
воды более 45 либо менее 20 % от веса тела; для локуса альбино – 
сплошной белый либо иной цвет шерсти; для локуса капюшон – 
наличие либо отсутствие неравномерности окраса шерсти. 
Установлены два принципиально различающихся варианта 
динамики роста привитой опухоли. У исходно гомозиготных 
по гену di крыс родительской линии Brattleboro и гомозигот didi, 
выщепившихся в анализирующем скрещивании (ISIAH × Brattleboro) 
F1 × Brattleboro, опухоль после некоторого начального роста 
переходила в стадию регрессии и постепенно уменьшалась 
вплоть до полного своего исчезновения. У выщепившихся 
гибридных гетерозигот di+ и крыс родительской линии ISIAH 
с генотипом нормы (++) по локусу вазопрессина опухоль росла 
непрерывно и завершалась только летальным исходом животных. 
Обнаружено, что регрессия опухоли проявляет конкордантность 
исключительно с генотипом didi, и расщепление по данному 
признаку не зависит от генотипа локусов альбино и капюшон. 
Альтернативный регрессии опухоли ее непрерывный рост 
наблюдается у всех крыс, имеющих хотя бы один нормально 
экспрессирующийся ген вазопрессина.

Ключевые слова: вазопрессин; Walker 256; регрессия опухоли; 
генетические маркеры; конкордантность.
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Особенностью крыс линии Brattleboro является ги-
поталамический несахарный диабет, генетически 
запрограммированный у них вследствие делеции 

в гене вазопрессина и характеризующийся отсутствием 
секретируемого гормона в крови (Schmale, Richter, 1984). 
Неэкспрессирующийся мутантный аллель di наследуется 
как рецессивный по отношению к нормальному аллелю 
(+) гена вазопрессина (Valtin, 1982). У гомозиготных 
мутантов развивается несахарный диабет с постоянно 
высоким уровнем потребления воды, достигающим 
в сутки 100 % в перерасчете на вес тела (Khegai, 2002). 
Нами было установлено, что крысы линии Brattleboro 
отличаются от крыс линии WAG с физиологически 
нормальным метаболизмом воды также и по динамике 
роста трансплантированных опухолей (Хегай и др., 
2006; Khegai et al., 2006; Хегай и др., 2014; Khegai et al., 
2014). Для уточнения характера наследования данного 
ранее неизвестного признака аналогичные исследования 
с привлечением дополнительных генетических маркеров 
были проведены на крысах линии ISIAH с генетически 
обусловленной артериальной гипертонией.

Материалы и методы
Эксперименты выполнены на инбредных крысах Brat
tleboro, ISIAH (НИСАГ) и гибридах, полученных от 
анализирующего скрещивания (ISIAH × Brattleboro) F1 × 
× Brat tleboro. Крысы ISIAH с наследственной индуциру-
емой стрессом артериальной гипертензией были любезно 
предоставлены А.Л. Маркелем (ИЦиГ СО РАН) ( Markel, 
1992). Гомологичность аллельного состава генома у крыс 
родительских линий составляет не менее 95 % (Bender 
et al., 1984). В качестве маркеров расщепления потом-
ков использовали аллели локусов вазопрессина (di, +) 
капюшонной окраски шерсти (h, H) и окраски альбино 
(c, C) (O’Brien, 1987). Генотипирование фенотипиче
ских классов при анализе наследования гипоталамиче-
ского несахарного диабета проводили по осмоляльности 
экскретируемой мочи и суточному потреблению воды 
в стандартных условиях содержания на основании ранее 
установленных критериев (Khegai, 2003). Аллели генов 
капюшон и альбино идентифицировали по характерному 
дискретному проявлению на шерсти различных вариан-
тов окраски. Все процедуры выполняли в соответствии 
с принятыми «Правилами проведения работ с использо-
ванием экспериментальных животных» и Хельсинской 
декларацией о гуманном отношении к животным. 

Суспензию клеток линейнонеспецифической опухоли 
Walker 256 прививали крысам в бедренную мышцу одно-
кратно в дозе 106 клеток в соответствии с литературными 
данными (Vrionis et al., 1996). Все крысы, задействованные 
в эксперименте c опухолью, были привиты одинаковым 
образом инъекциями из свежеприготовленного препарата 
клеточной суспензии. Растущие солидные опухоли еже-
дневно измеряли, и определяли их объем. Всего было 
исследовано 8 крыс ISIAH, 10 – Brattleboro и 17 гибри-
дов, выщепившихся в скрещивании (ISIAH × Brattleboro) 
F1 × Brattleboro. Достоверность различий оценивали по 
tкритерию Стьюдента.

Результаты и обсуждение
Данные по количественной оценке параметров осморе
гуляции, использованные при фенотипической диа-
гностике гипоталамического несахарного диабета у ин  
дивидуальных особей в родительских линиях и у гиб
ридных потомков, представлены в табл. 1. У крыс линии 
Brat tleboro экскретируется гипотоничная моча отно-
сительно стандартной осмоляльности плазмы крови, 
дефект компенсируется высоким уровнем потребления 
воды. Крысы линии ISIAH демонстрируют обратное со-
отношение исследованных параметров, соответственно, 
у них отмечается выделение концентрированной мочи 
и естественное для животных в норме сравнительно 
низкое ежесуточное потребление воды. 

У потомков от анализирующего скрещивания наблюда-
лась неоднородность данных количественных признаков 
по сравнению с обеими родительскими линиями. У 8 из 
17 гибридных особей зафиксированы примерно такие 
же значения исследуемых параметров осмотического 
концентрирования, как у крыс Brattleboro, но остальные 
9 гибридов почти не отличались по этим показателям от 
крыс линии ISIAH. В совокупности уровень потребления 
воды и осмоляльность мочи позволяют с достаточной 
точностью генотипировать выщепляющиеся феноти-
пические классы относительно исходных родительских 
линий, и гибриды (ISIAH × Brattleboro) F1 × Brattleboro 
формируют два фенотипических класса в соответствии 
с теоретически ожидаемым расщеплением генотипов 
при анализирующем скрещивании (χ2 = 0,06; p > 0,05). 
По результатам генотипирования гибриды были рас
пределены в две экспериментальные группы, соответ-
ственно, c гетерозиготным генотипом di+ и гомозигот 
ным didi. На рисунке (а) показаны графики роста опу-
холей, сформировавшихся в данных группах гибридных 
крыс после трансплантации им клеток карциносаркомы 
Walker 256. 

Внешние признаки опухоли в обеих группах начинают 
проявляться примерно через неделю после начала экс-
перимента, однако почти сразу соответствующие кривые 
роста демонстрируют различную динамику. С 14го дня 
и далее до конца эксперимента у крыс регистрируют до-
стоверные межгрупповые различия. В конечном итоге 
гетерозиготы di+ и гомозиготы didi формируют два со-
вершенно разных патоморфологических фенотипических 
класса. У гетерозиготных особей опухоль увеличивается 
в объеме почти прямолинейно на протяжении всего срока 
наблюдения и к 30дневному сроку достигает размеров, 
сопоставимых с габаритами всего тела (верхняя кривая). 
У гомозигот опухоль изначально растет более медленны-
ми темпами, через две недели рост прекращается, опухоль 
переходит в стадию постепенной регрессии вплоть до 
полного своего исчезновения и завершается последу
ющим выздоровлением крыс. 

Рисунок (б) демонстрирует аналогичное соотношение 
между кривыми роста опухоли в родительских линиях 
Brattleboro и ISIAH при их сравнении между собой. Эти 
линии генетически различаются по присутствию или 
отсутствию нормально экспрессирующегося гена вазо-
прессина. Вследствие того что мутантный аллель гена 
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вазопрессина рецессивен, у гетерозиготных гибридов di+ 
также в достаточном количестве синтезируется вазопрес-
син, и, соответственно, у них никак не проявляются при-
знаки несахарного диабета. Это делает их фенотипически 
не отличимыми от гомозигот (++) с нормальным геном 
вазопрессина (табл. 1).

Крысы линий Brattleboro и ISIAH имеют ряд других раз-
личий в составе аллелей некоторых маркерных локусов. 
Для оценки влияния генетического фона на проявление 
искомого признака мы провели дополнительный анализ 
расщепления по локусам капюшон (hooded, h) и альбино 
(albino, C). На генетической карте крысы маркеры лока-

Table 1. Daily water consumption and urine osmolality  

Rats Genotype Water consumption, % of body weight Urine osmolality, mOsm/kg Н2О

Brattleboro didi 72.1 ± 4.8 184 ± 19

(ISIAH × Brattleboro) F1 × Brattleboro didi 69.9 ± 5.2 208 ± 13

di+ 13.8 ± 4.0* 1836 ± 246*

ISIAH ++ 5.6 ± 2.1* 2221 ± 79*

*Difference from the Brattleboro rat strain significa t at р < 0.001.

лизованы в разных группах сцепления: капюшон – в 6й, 
альбино – в 1й, а вазопрессин (diabetes) – в 4й (O’Brien, 
1987; Khegay, Golubjatnikova, 1993). Распределение ги-
бридных потомков по фенотипам маркерных генов при-
ведено в табл. 2. 

Очевидно, что регрессия опухоли наследуется конкор-
дантно только с мутантным гомозиготным генотипом 
didi, а в случае наличия у особи хотя бы одного нормаль-
ного гена вазопрессина имеет место непрерывный рост 
опухоли независимо от состава аллелей генов маркеров 
окраса шерсти. Данный признак также не проявляется и не 
расщепляется при скрещивании крыс ISIAH и нормотен-
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Table 2. Phenotypical expression of marker genes in parental strains Brattleboro and ISIAH and in hybrids obtained in test crosses 

Rats Locus genotype Blood 
vasopressin 

Tumor regression

diabetes albino hooded

Brattleboro didi CC hh absent yes

(ISIAH × Brattleboro) F1 × Brattleboro didi Cc hh absent yes

di+ Cc hh present no

ISIAH ++ cc hh present no

Tumor growth in rats after carcinoma Walker 256 grafting: а, hybrids di+ and didi; б, parental strains Brattleboro and ISIAH. 
*Difference significa t at р < 0.001.
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зивных крыс с гомозиготным генотипом по нормальному 
гену вазопрессина и, следовательно, не зависит от экс-
прессии большинства генов, обуславливающих наслед-
ственный характер стрессиндуцированной артериальной 
гипертензии. Генетическая детерминация нарушенного 
артериального давления у крыс ISIAH имеет другую бо-
лее сложную структуру и затрагивает преимущественно 
калликреинкининовую систему гемостаза почки (Редина 
и др., 2014; Redina et al., 2015).

Таким образом, анализ полученных результатов в со-
вокупности позволяет сделать заключение, что особен-
ности динамики опухоли, наблюдаемые у крыс линии 
Brattleboro, с высокой вероятностью связаны с отсут-
ствием у них вазопрессина. Механизм регрессии карци-
носаркомы Walker 256 у особей мутантного генотипа didi, 
повидимому, включает элементы иммунологического 
контроля гистосовместимости и регуляцию клеточной 
пролиферации. Предполагается продолжение работы 
в этом направлении.
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The design of experiments 
for the transcriptome studies 
by high-throughput sequencing 
methods
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The common questions in the design of the high-
throughput sequencing experiments using RNA-Seq 
or Ribo-Seq methods are reviewed. The ENCODE 
guidelines (2011) as well as the recently published 
advances in the design of the studies of mammalian, 
animal and plant transcriptomes are also summarized 
in this review. The optimal limit of the sequencing 
depth does exist for the identific tion of almost 
all actively transcribed genes. This limit depends 
on the transcriptome size in the biological object 
studied. Additional sequencing does not provide any 
substantial additional information about the trans-
criptome complexity. For mammals, the optimal limit 
of the sequencing depth for the identific tion of the 
actively transcribed genes is equal to ~ 2 × 109 bp 
per biological sample. For other species, the optimal 
limit of the sequencing depth per biological sample 
is determined similarly for mammals; however, 
the transcriptome size and the mean RNA content 
in the studied object should be taken into account, 
in comparison to the mammalian transcriptomes. 
The discovery of differentially expressed genes, as well 
as the identific tion of splicing sites in the mRNA could 
be enhanced by increasing the number of biological 
samples analyzed per each experimental group. 
The minimal number of biological replicates per 
experimental group is equal to 2. However, the optimal 
number of biological replicates per experimental 
group is equal to 5–8 (similar to the experiments 
quantifying the expression of single genes by qRT-PCR). 
For the transcriptome studies, it is recommended 
to use the sequencing technologies that have 
the accuracy of sequencing ≥ 0.999 per bp. For RNA-
Seq, it is also recommended to use the technologies 
that are able to produce reads equal to or larger 
than 75 bp, to minimize the cost of the effective 
identific tion of the sequences. The relative cost 
for the sequencing of the control samples could be 

В обзоре проанализированы отдельные проблемы планирования 
экспериментов с использованием методов RNA-Seq и Ribo-Seq, 
а также консолидированы ранее опубликованные рекомендации 
консорциума ENCODE (2011) и других авторов по вопросам 
планирования экспериментов при изучении транскриптомов как 
у млекопитающих, так и у других животных и растений. Существует 
предел увеличения глубины секвенирования для идентификации 
практически всех активно транскрибируемых в образце генов, 
который зависит от размера транскриптома у объекта исследова-
ния. Увеличение глубины прочтения транскриптома выше реко-
мендуемой не даст значительного повышения статистической 
мощности исследования. У млекопи тающих для идентификации 
активно транскрибируемых генов оптимальная глубина секвени-
рования составляет ~2 × 109 п. н. на биологический образец. Для 
остальных видов глубина секвенирования на образец опре деля-
ется с учетом данного значения, но должна быть пересчитана 
относительно протяженности транскриптома и удельного коли-
че ства РНК на клетку в сравнении с транскриптомом млекопи-
та ю щих. Выявление дифференциально экспрессируемых генов 
и стыков сайтов сплайсинга в мРНК можно улучшить, повышая 
число анализируемых биологических образцов в эксперименталь-
ных группах. Минимально допустимое число биологических 
повторов в группе должно быть равно двум. В то же время опти-
мальное число биологических повторов при соблюдении выше-
означенной глубины секвенирования составляет 5–8 образцов 
(как и при количественной оценке экспрессии отдельных генов 
методом qRT-PCR). При выполнении определения последова-
тельности транскриптов рекомендуется использовать технологии 
секвенирования, точность определения буквы последователь-
ности для которых ≥ 0,999. Учитывая удельную себестоимость 
секвенирования, для метода RNA-Seq целесообразно исполь зо-
вать технологии, дающие риды длиной ≥ 75 п. н. Удельные затраты 
на секвенирование в контрольных группах можно снизить за 
счет увеличения числа опытных эксперимен таль ных групп путем 
компоновки нескольких сходных экспери ментов или логического 
усложнения исходного эксперимента. Данные рекомендации 
могут быть использованы для планиро ва ния экспериментов по 
изучению транксриптомов в функцио нальной геномике.

Ключевые слова: высокопроизводительное секвенирование; 
транскриптом; RNA-Seq; Ribo-Seq; планирование эксперимента.
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reduced by increasing the number of experimental 
groups in the experiment or by combining several 
independent experiments with similar control 
groups. The present notes could be utilized during 
the design step in the experimental studies 
devoted to the research of transcriptomes.

Key words: high-throughput sequencing; 
transcriptome; RNA-Seq; Ribo-Seq; design 
of the experiment.
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Две технологии высокопроизводительного секвени-
рования, используемые при изучении транскрипто-
мов у животных и растений – метод RNA-Seq для 

определения последовательностей транскрибируемого 
генома и метод Ribo-Seq для определения последователь-
ностей транслируемого генома – постепенно становятся 
базовыми инструментами современной функциональной 
генетики для исследования экспрессии генов в самых 
разнообразных моделях in vivo и in vitro (Wang et al., 
2009; Sims et al., 2014; Ingolia, 2014). Использование 
данных методов уже позволило выявить существование 
значительного числа новых транскриптов с неизвестной 
функцией, считываемых в самых различных тканях орга-
низма (van Bakel et al., 2011; Aspden et al., 2014; Xie et al., 
2014), обнаружить резкую «перестройку» транскриптома 
после стресса (Moskalev et al., 2015), подтвердить функ-
циональный хаос регуляции транскрипции у гибридов 
(McManus et al., 2010). При изучении тканевых транскрип-
томов также были составлены подробные молекулярные 
атласы представленности различных функционально 
значимых транскриптов в тканях организма у человека, 
крысы, мыши и других модельных животных и растений 
(например, Hawrylycz et al., 2012; O’Rourke et al., 2014).

Главным лимитирующим фактором, ограничивающим 
возможности экспериментаторов при планировании 
и проведении исследований транскриптомов, является 
ограниченность финансовых, трудовых и временны́х ре-
сурсов, затраченных на подобные эксперименты (Sims et 
al., 2014). Удельная стоимость секвенирования 1 × 106 п. н. 
генома до 2010 г. составляла более одного доллара на 
всех имеющихся платформах (Mardis, 2008; Wetterstrand, 
2015) (рис. 1). В связи с подобной высокой стоимостью 
секвенирования до 2010 г. эксперименты по изучению 
дифференциально экспрессируемых генов методами 
RNA-Seq и RiboSeq были по большей части невозможны 
в силу своей дороговизны, а в период 2011–2015 гг. экс-
перименты по сравнительному анализу транскриптомов 
чаще всего представляли собой прямое сравнение двух 
экспериментальных групп размером в один – три био-
логических повтора каждая (Sims et al., 2013). Вместе 
с тем активное развитие технологий секвенирования 
второго поколения привело в последние пять лет к зна-
чительному снижению удельной стоимости исследования 
генетической информации (рис. 1) и позволило ученым 

планировать эксперимент, принимая во внимание такие 
параметры, как глубина секвенирования, количество экс-
периментальных групп и образцов на группу.

В настоящее время существует значительное число 
обзоров литературы, детально рассказывающих о техни-
ческих особенностях считывания ридов при секвениро-
ва нии транскриптомов на различных платформах (напри- 
 мер, Ansorge, 2009; Mutz et al., 2013), а также о програм-
мах и алгоритмах, которые могут быть использованы 
на вто рой стадии исследования – стадии сборки транс-
криптов (например, Martin, Wang, 2011; Florea, Salzberg, 
2013; Ghosh, Chan, 2016). Вместе с тем в литературе мало 
вни мания уделяется базовым правилам планирования 
экс периментов RNA-Seq и Ribo-Seq, а большинство ин-
формации, посвященной данному вопросу, встречается 
в разрозненном виде в обзорах литературы, описывающих 
технологию полногеномного секвенирования (напри-
мер, Sim et al., 2014). Единственные правила проведения 
экспериментов (правила консорциума ENCODE – «Stan-
dards, Guidelines and Best Practices for RNA-Seq», редак-
ция 1.0) были сформированы на основе данных, полу-
ченных при изучении транскриптомов у млекопитающих, 
и не обновлялись с 2011 г. (ENCODE 2011; Spies, Ciaudo, 
2015). В этом обзоре проанализирован ряд важ ных во-
просов планирования полногеномных экспериментов 
с использованием методов RNA-Seq и Ribo-Seq, а также 
консолидированы ранее опубликованные советы по пла-
нированию транскриптомных экспериментов, которые до 
настоящего времени были представлены в разрозненном 
виде в ключевых публикациях и обзорах (например, 
Corney, 2013; Hart et al., 2013a, b). Все эти рекомендации 
могут быть использованы для планирования экспери-
ментов по изучению транскриптомов и у животных, 
и у растений в различных функциональных моделях 
in vivo и in vitro.

Глубина секвенирования транскриптома
Очевидно, что глубина секвенирования транскриптома 
определяется целью эксперимента, которая может сво-
диться как (1) к простому определению всех активно 
транскрибируемых экзонов, так и (2) к идентификации 
всех считываемых вариантов транскриптов, стыков сайтов 
сплайсинга и вариантов полиморфных сайтов в транс-
криптах образца (Veeneman et al., 2015). Отдельно следует 
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отметить, что правила консорциума ENCODE (2011) были 
сформулированы на основании данных, полученных при 
исследовании транскриптомов у ключевых модельных 
млекопитающих (мыши, крысы, люди) с размером генома 
~ 109 п. н. По этой причине для остальных биологических 
видов необходимая глубина секвенирования на биологи-
ческий образец также определяется с учетом этих правил, 
однако должна быть пересчитана относительно протя-
женности транскриптома (длины всех участков генома, 
кодирующих транскрипты) и удельного количества РНК 
на клетку в сравнении с транскриптомом млекопитающих.

Идентификация активно транскрибируемых мРНК 
у млекопитающих
Исходно в правилах ENCODE (2011) было зафиксировано 
(для млекопитающих), что для выявления активно транс-
крибируемых в образце мРНК достаточно определить 
последовательность у не менее чем 20–25 млн ридов, при 
этом длина рида должна быть ≥ 30 п. н. (эквивалентно 
≥ 1,5 × 109 п. н. генетической информации). Этот тезис 
опи рается на данные членов консорциума ENCODE 
(Morta zavi et al., 2008) и на более ранние оценки группы 
Galau (Galau et al., 1977), согласно которым в относительно 
гомогенной ткани у млекопитающих (например в печени) 
гены с активно работающими промоторами должны да-
вать как минимум один транскрипт на клетку, и уровень 
таких мРНК должен быть не менее 0,3–1,0 FKPM. Как 
следствие, в большинстве экспериментов с применением 
RNA-Seq, опубликованных в начале 2010-х годов, глубина 
секвенирования на образец животного происхождения 
составляла порядка 1 × 109–3 × 109 п. н. (Sims et al., 2013).

Однако достаточно ли такой глубины прочтения транс-
криптома в современных экспериментах? Правило по 
глубине секвенирования от ENCODE неоднократно под-
вергалось критике другими членами сообщества (напри-
мер, Hebenstreit et al., 2011). Более того, было установлено, 
что число идентифицируемых в образце транскриптов 
зависит от глубины секвенирования (Tarazona et al., 2011). 

Последующие исследования подтвердили тезис 
ENCODE по глубине секвенирования для выявления 
уникальных транскриптов. В частности, Hart с коллегами 
(2013b) на основании данных 127 экспериментов RNA-
Seq установили, что в подавляющем большинстве слу-
чаев свыше 90 % транскриптов определяются на уровне 
> 0,1 FKPM даже в образцах из неоднородных тканей.
Marinov с коллегами (2014) также установили, что для
подавляющего большинства активных белок-кодирующих
генов в одной клетке млекопитающих в каждый конкрет-
ный момент времени присутствует лишь от 50 000 до 1
транскрипта на клетку. В результате члены консорциума
ENCODE подтвердили, что активные гены обычно имеют
уровень экспрессии не ниже 0,5–5 FKPM (чем больше
значение, тем меньше тотальной РНК было в исследуемой
клетке), что в грубом приближении эквивалентно одному
транскрипту на клетку (Kellis et al., 2014).

Еще одним доказательством данного правила ENCODE 
стало исследование Hart с коллегами (2013a), в котором 
была предложена модель, классифицирующая все гены 
на: (а) гены с неактивированными промоторами в ге-
терохроматине и (б) гены с активными промоторами, 

локализованные в эухроматине (Hart et al., 2013a). В этой 
работе было показано, что для простой идентификации по-
давляющего большинства генов с активным промотором 
у млекопитающих вполне достаточно 20–30 млн ридов 
(≥ 2 × 109 п. н. на образец), и дальней шее увеличение 
глубины секвенирования не дает практически никакой 
дополнительной информации об отдельных транскриптах 
(Hart et al., 2013a).

Все эти исследования свидетельствуют о том, что не 
требуется бесконечное увеличение глубины секвенирова-
ния для идентификации практически всех активно транс-
крибируемых в образце экзонов – достаточно определить 
последовательность у более чем 20–30 млн ридов с длиной 
не менее чем 50 п. н. (порядка 2 × 109 п. н. генетической 
информации). Даже если транскрипт будет представлен 
не во всех клетках (лишь в ~ 20–50 % от общего числа 
клеток), имеющихся данных будет вполне достаточно для 
идентификации большинства таких мРНК у млекопитаю-
щих (Hart et al., 2013b).

Идентификация альтернативно транскрибируемых 
мРНК у млекопитающих
Для целей идентификации стыков сайтов сплайсинга, 
получившихся в результате альтернативного сплайсин-
га пре-мРНК, а также вариантов полиморфных сайтов 
в транскриптах подобной глубины прочтения в одном 
образце будет заведомо недостаточно. По мнению консор-
циума ENCODE (2011), уверенная детекция большинства 
стыков сайтов сплайсинга и полиморфных вариантов 
возможна лишь при прочтении не менее 100–200 млн пар-
ных ридов длиной не менее 75 п. н. (15 × 109–30 × 109 п. н. 
информации). Наши данные также указывают на то, что 
использование ридов с длинами 75 п. н. и более для детек-
ции стыков сайтов сплайсинга является наиболее опти-
мальным с экономической точки зрения, если медианная 
длина экзона у транскриптов равна или больше таковой 
у млекопитающих (Menshanov, Dygalo, 2015).

Вместе с тем следует обратить внимание на существо-
вание зависимости между длиной рида (пары ридов) 
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Fig. 1. The cost of DNA sequencing in US dollars per raw megabase 
in 2001–2015 (according to the NHGRI Genome Sequencing Program).
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и долей ридов, несущих стыки сайтов сплайсинга (рис. 2). 
В частности, это важно для метода Ribo-Seq, для которого 
эффективная длина рида составляет всего лишь ~ 30 п. н., 
именно такой участок транслируемой мРНК защищен ри-
босомой от деградации (Ingolia, 2014). В результате даже 
при использовании современных алгоритмов для сборки 
транскриптов не более чем 30–40 % ридов будут содер-
жать необходимую для экспериментатора и однозначно 
восстанавливаемую информацию о местах стыка сайтов 
сплайсинга. По этой причине при использовании метода 
Ribo-Seq надежная детекция стыков сайтов сплайсинга 
для транскриптома млекопитающих будет достигнута 
лишь при считывании не менее чем 500 млн ридов.

Для метода RNA-Seq расчетные данные свидетель-
ствуют о нецелесообразности использования сверхдлин-
ных ридов (более 150–200 п. н.) и достижении высокой 
эффективности детекции стыков сайтов сплайсинга уже 
при использовании парных ридов длиной 100 п. н. (рис. 2) 
(Menshanov, Dygalo, 2015). Сверхдлинные риды целесо-
образно использовать лишь для специфических задач, 
определенных целями эксперимента.

Глубина секвенирования транскриптома, 
протяженность транскриптома  
и удельное количество РНК в клетках
Необходимо помнить, что все вышеперечисленные ре-
ко мендации, в том числе и рекомендации ENCODE, 
опираются на данные, полученные в экспериментах RNA-
Seq у млекопитающих, протяженность транскриптома 
у которых не превышает 100 млн п. н. Однако следует 
отметить, что протяженность транскриптома слабо кор-
релирует с размером генома у различных животных и рас-
тений, что затрудняет предсказание данного показателя 
для транскриптома у видов, для которых известен лишь 
размер генома (Corney, 2013; Kagale et al., 2014; Coate, 
Doyle, 2015). По этим причинам планирование глубины 
секвенирования транскриптома в каждом конкретном 
эксперименте должно учитывать не только расчетную, 

но и по возможности ранее определенную протяжен-
ность транскриптома у исследуемого вида. Например, 
протяженность транскриптома дрозофилы ненамного 
меньше транскриптома у млекопитающих (Nfonsam et 
al., 2012). В то же время у злаковых средняя протяжен-
ность транскриптома в два – три раза больше, чем у мыши 
(Krasileva et al., 2013), поэтому для этих видов растений 
целесообразно установить глубину секвенирования не 
менее чем в 4–5 × 109 п. н. 

Активно используемое в западной литературе понятие 
«размер транскриптома» (transcriptome size) может быть 
определено и как количество транскриптов и РНК в клетке 
(Coate, Doyle, 2010, 2015), которое также лишь частично 
коррелирует с размером генома (Marguerat, Bähler, 2012). 
Удельное количество РНК и транскриптов в клетке может 
варьировать не только у различных видов эукариот и 
прокариот, но и у разнополых особей отдельных видов, 
у одного организма в различных тканях, в одной и той 
же ткани на разных этапах развития и даже в одной и той 
же ткани до и после отдельных экспериментальных воз-
действий (Coate, Doyle, 2010, 2015). Например, удельное 
количество РНК в листьях мангровых деревьев в четыре 
раза выше, чем в камбиальной ткани ствола (Reef et al., 
2010). Удельное содержание РНК в гепатоцитах более чем 
в 20 раз превышает аналогичный показатель в тимоцитах 
(Schmidt, Schibler, 1995). Также следует отметить, что 
воздействие глюкокортикоидами приводит к увеличению 
удельного количества РНК в печени крыс (Thompson et 
al., 1976; Flusser et al., 1989). В то же время в мозге, ти-
мусе, а также ряде других тканей у млекопитающих под 
влиянием глюкокортикоидов происходит не увеличение, 
а уменьшение удельного количества РНК (Zimmerman et 
al., 1970). Соответственно, при планировании глубины 
секвенирования необходимо учитывать не только протя-
женность транскриптома, но и удельное количество РНК 
к ДНК и целевых РНК в исследуемых клетках.

Число экспериментальных групп
В связи с высокой себестоимостью полногеномного 
анализа одним из важнейших вопросов планирования 
экспериментов RNA-Seq и Ribo-Seq является определение 
минимального и оптимального числа экспериментальных 
групп для разных категорий экспериментов (сравнение 
экспрессии в различных тканях, временнáя динамика 
транскриптома после воздействия, диуринальная и воз-
растная динамика транскриптома). Поскольку существует 
бесконечное множество различных дизайнов эксперимен-
тов, правила ENCODE (2011) никак не регламентируют 
число экспериментальных групп, оставляя данный пара-
метр на усмотрение экспериментатора.

Pembroke с коллегами (2015) установил, что в ходе 
диуринального цикла значительное число транскриптов 
имеет не простую синусоидальную динамику изменений, 
как считалось ранее, а более сложную – с двумя пиками. 
Индукция (или снижение) уровня ряда транскриптов по-
сле воздействия экспериментального фактора также мо-
жет быть неодновременной, что проявляется в появлении 
нескольких «волн» изменений у так называемых «ранних» 
и «поздних» дифференциально экспрессируемых генов 
(например, Arner et al., 2015). Подобные неодновремен-
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ные изменения экспрессии регуляторных генов (например 
транскрипционных факторов) могут приводить к появле-
нию и более сложных паттернов экспрессии отдельных 
мРНК после воздействия (например, Shishkina et al., 2015).

Учитывая все вышесказанное, (1) для экспериментов, 
предполагающих лишь банальное сравнение базального 
уровня транскриптов в нескольких тканях (в одной тка-
ни у разных видов и т. д.), целесообразно планировать 
по одной экспериментальной группе на каждый объект 
исследования; (2) для исследований, предполагающих 
изучение динамики уровня транскриптов в онтогенезе, 
также следует готовить по одной экспериментальной 
группе на каждый планируемый к изучению возраст (на-
пример, Kozhevnikova et al., 2013); (3) для эксперимен-
тов, предполагающих изучение диуринальных ритмов 
изменения транскрипции, минимально должны быть 
изучены две временные точки. Однако в свете данных 
Pembroke с коллегами (2015), более корректным будет ис-
следование уровня транскриптов в не менее чем четырех 
временных точках (днем, ночью, утром и вечером, как 
у Hughes с коллегами (2012), а в идеале – через каждые 
3–4 ч; (4) для исследований, предполагающих изучение 
динамики транскриптома после воздействия экспери-
ментального фактора, минимально допустимым является 
определение либо «ранних» (через 30–120 мин после 
воздействия), либо совокупности «ранних» и «поздних» 
дифференциально экспрессируемых генов (через 2–12 ч 
после воздействия). Вместе с тем в таких случаях более 
разумным представляется определение динамики изме-
нений как минимум в двух опытных точках – для уста-
новления и «ранних», и «поздних» генов, а также генов с 
уникальным паттерном экспрессии (помимо определения 
базального уровня транскриптов).

Следует отметить, что многие важные гены за счет 
существующих сетей регуляции транскрипции имеют 
сложный, неволноподобный паттерн экспрессии, который 
не укладывается в простую модель ранней и поздней 
«волны» изменений (Arner et al., 2015). Одним из наи-
более характерных примеров таких генов является ген 
bcl-X, уровень длинного транскрипта которого может 
быть индуцирован глюкокортикоидами в стволе мозга 
через 6 ч после начала воздействия, однако уже через 2 ч 
после этого уровень мРНК Bcl-XL восстанавливается 
до базального (Shishkina et al., 2015). Очевидно, что для 
идентификации таких генов потребуется более чем две 
экспериментальные точки для оценки уровня целевых 
транскриптов после исходного воздействия.

Число внутригрупповых повторов
Ранее было установлено, что при достаточной глубине 
прочтения каждого биологического образца (≥ 2 × 109 п. н. 
на образец) самым разумным методом повышения мощ-
ности исследования является увеличение числа биологи-
ческих повторов, а не глубины секвенирования каждого 
образца (Ching et al., 2014; Liu et al., 2014). Однако сколько 
биологических повторов необходимо и достаточно делать 
при исследовании транскриптома?

Правила ENCODE (2011) устанавливают, что минималь-
ное число биологических повторов в группе должно быть 
не менее двух. Подобный дизайн позволяет проверить 

внутригрупповую дисперсию и определить условное «ка-
чество» детекции целевых транскриптов – коэффициент 
детерминации R2. В соответствии с правилами ENCODE, 
данный параметр должен быть не менее 0,90. В противном 
случае исследователь должен объяснить причину возник-
новения низкого значения коэффициента детерминации, 
либо воспроизвести результаты эксперимента.

Для выявления целевых дифференциально экспресси-
руемых генов (как и при количественной оценке экспрес-
сии отдельных генов методом qRT-PCR) целесообразно 
оценивать необходимое число образцов в каждой группе, 
используя классический анализ статистической мощности 
и учитывая ожидаемую вариабельность уровня исследуе-
мых транскриптов (Karlen et al., 2007; Spies, Ciaudo, 2015). 
Для идентификации практически всех мРНК, уровень 
которых изменился в ≥ 1,5 раза и средняя копийность 
которых выше, чем один транскрипт на клетку, оптималь-
ным размером группы будет пять – восемь образцов на 
экспериментальную группу (Karlen et al., 2007).

Выбор платформы 
для высокопроизводительного секвенирования
Каждая платформа для выполнения полногеномных 
исследований имеет ряд технических характеристик, 
которые предопределяют качество секвенирования. При 
планировании эксперимента следует обращать внимание 
на такие параметры, как длина и парность рида, которые 
дает платформа, а также на вероятность совершения 
ошибки при определении одного нуклеотида.

В табл. 1 приведены данные по доле ридов определен-
ной длины с различным количеством технических оши-
бок, в зависимости от используемой платформы (Corney, 
2013; Fox et al., 2014). Поскольку для метода Ribo-Seq 
эффективная длина рида составляет всего лишь ~ 30 п. н. 
(Ingolia, 2014), то для экспериментов с использованием 
данного метода платформами выбора будут платформы 
SOLID и Illumina с короткими непарными ридами длиной 
не более 50 п. н., дающие значительное число ридов без 
ошибок (табл. 1).

Табл. 2 содержит информацию об удельной цене сек-
венирования 1 × 109 п. н. на различных платформах для 
метода RNA-Seq. Учитывая данные Menshanov и Dygalo 
(2015), для RNA-Seq целесообразным будет использо-
вание платформы Illumina 4000 в варианте с парными 
ридами длиной ≥ 100 п. н., для которой стоимость эффек-
тивного секвенирования 1 × 109 п. н. будет ниже 50 долл. 
США (рис. 2, табл. 2).

Удельная цена секвенирования
Отдельно стоит оговорить возможности по экономии 
денежных ресурсов при выполнении экспериментов 
RNA-Seq и Ribo-Seq. Существует ряд возможностей 
оптимизации затрат на проведение полногеномных ис-
следований путем корректного планирования проведения 
эксперимента. Например, очевидно, что число контроль-
ных и опытных групп определяется целями эксперимен-
та (см. выше). Удельную стоимость выполнения экспери-
мента можно снизить путем увеличения числа опытных 
(неконтрольных) экспериментальных групп, что обычно 
достигается за счет компоновки в одном исследовании 



Особенности экспериментального планирования при  
исследовании транскриптомов методами RNA-Seq и Ribo-Seq

П.Н. Меньшанов 
Н.Н. Дыгало

252 Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 20 • 2 • 2016

нескольких сходных экспериментов или усложнения ис-
ходного эксперимента. В результате, если эксперимента-
тор будет в одном исследовании сопоставлять несколько 
воздействий, то удельные затраты на секвенирование 
контрольных групп будут снижаться (табл. 3).

Еще одной важной проблемой является неразвитость 
центров коллективного пользования на территории Рос-
сийской Федерации и, по сути, региональная монополи-
зация данной высокотехнологичной отрасли несколькими 
игроками, обладающими доступом к приборной базе. На 
мировом рынке секвенирования существует значительное 
число крупных и мелких игроков, предоставляющих свои 
услуги по полногеномному секвенированию за вполне 
приемлемую цену. Из крупных игроков наибольшего вни-
мания заслуживают BGI Technologies (www.bgitech.com) 
и Macrogene (www.macrogenlab.com), которые занимают 
более 50 % всего рынка коммерческого секвенирования. 
В связи с этим сопоставление цен секвенирования в раз-
личных отечественных и зарубежных центрах, где может 

Table 2. The cost of DNA sequencing in US dollars per raw gigabase (RNA-seq method) depends on the length of a single read and on 
the type of the sequencing platform  

Sequencing platform Single read length, bp Cost of sequencing per raw 
gigabase, US dollars

Cost of obtaining equivalent numbers 
of interexonic reads, US dollars

SOLID 50 70 ~ 120

SOLID 75 55.6 ~ 65

Illumina 2000 50 110 ~ 190

Illumina 2000 75 90 ~ 105

Illumina 2000 100 75 ~ 75

Illumina 4000 100 45 ~ 45

According to Menshanov, Dygalo (2015), with additions.

Table 3. The proportion of the cost of data analysis in control experimental groups in the total cost of the sequence determination 
in all experimental groups (with the assumption of equal numbers of raw sequencing information obtained in each experimental group)

Number  
of control groups 

Total number of experimental groups

2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 50 33.3 25 20 16.7 14.3 12.5 11.1 10 

2 – 66.7 50 40 33.3 28.6 25 22.2 20

3 – – 75 60 50 42.9 37.5 33.3 30

проводиться коммерческое определение последователь-
ности транскриптомов методами RNA-Seq и Ribo-Seq, 
а также вмененных затрат на транспортировку образцов 
до таких центров, становится важным элементом плани-
рования эксперимента.

Выбор между методами RNA-Seq и qRT-PCR
Группа Nonis с коллегами (2014) провела сравнительный 
анализ себестоимости количественной оценки уровней 
у различного числа транскриптов в предопределенном 
числе образцов при использовании высокопроизводитель-
ного секвенирования методом RNA-Seq и классического 
метода qRT-PCR. Было показано, что использование со-
временных платформ высокопроизводительного секве-
нирования, дающих риды длиной не менее 75–100 п. н., 
для оценки уровней у более чем 200–250 транскриптов 
методом RNA-Seq всегда экономически выгоднее анало-
гичного исследования, выполненного методом qRT-PCR, 
если брать цены 2014–2015 гг. (подробнее Nonis et al., 

Table 1. Percentages of reads with specified numbers of basic sequencing e rors with different sequencing platforms 

Platform Probability of an improper 
determination of a single 
nucleotide 

Percentages of 30-bp reads with certain 
numbers of sequence errors (Ribo-Seq)

Percentages of 100bp reads with certain 
numbers of sequence errors (RNA-Seq)

no errors 1 error ≥ 2 errors no errors 1 error ≥ 2 errors

454 GS Junior
PacBio RS
Ion Torrent/Proton

~ 0.01 73.97 % 22.42 % ≤ 3.62 % 36.60 % 36.97 % 26.42 %

Solid ~ 0.001 97.04 % 2.91 % ≤ 0.05 % – – –

Illumina ~ 0.001 97.04 % 2.91 % ≤ 0.05 % 90.48 % 9.06 % ≤ 0.47 %
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2014) (рис. 3). Так как в биологических объектах присутствуют не сотни, 
а тысячи различных транскриптов, исследование Nonis с коллегами (2014) 
подтвердило экономическое преимущество применения метода RNA-Seq над 
qRT-PCR для количественной оценки уровней транскриптов. Использование 
метода RNA-Seq позволяет исследовать не только уровни транскриптов, но 
и их последовательности. Как следствие, преимущество применения высо-
копроизводительного секвенирования в функциональной геномике является 
неоспоримым.

Представленные в настоящем обзоре рекомендации не являются исчерпы-
вающими. Отдельно следует отметить, что для нужд клинической генетики 
(детекция соматических и генеративных полиморфных вариантов генома) уже 
разработан либо продолжает разрабатываться целый набор правил (Bennett, 
Farah, 2014; Gargis et al., 2015), который также может быть использован и в экс-
периментальных целях. Дальнейшее развитие и удешевление полногеномного 
секвенирования позволят повысить эффективность исследований в области 
функциональной геномики методами RNA-Seq и Ribo-Seq. По этой причине 
планирование эксперимента будет неотъемлемой компонентой, позволяющей 
избежать потерь ресурсов в ходе выполнения научно-исследовательской дея-
тельности в условиях бюджетных и иных ограничений.
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Optogenetics, that is, the control of cell activity 
using light-sensitive ion channels opsins with light 
of a specific avelength, is increasingly being used to 
study activities and functions of neurons. Expression 
of opsins in the cell membrane, followed by the 
acquisition by the cell of the sensitivity to light is 
achieved by means of viral vectors, often created 
on the basis of lentiviral or adeno-associated (AAV) 
viruses bearing the nucleotide sequence encoding 
the photo-channel proteins. Inclusion of the cell-spe ci-
fic p omoter of interest into the transgene-expression 
cassette allows opsin to be produced only in the target 
cells. The aim of this work was to briefly desc ibe 
the optogenetic method, as well as to analyze the 
possibility to use administration of viral vectors into 
the brain of neonatal animals to study the function 
of neurons in vivo during subsequent periods  
of development. In this analysis, 3-day-old rat pups 
received intracerebroventricular injections of opto-
vector (pAAV-CAMKIIa-ChR2h134-YFP), coding for a 
photo channel, which activates neurons, and the 
yellow fluo escent marker protein under the CAMKIIa 
promoter specific or glutamatergic neurons under 
cold anesthesia. The peak expression of the transferred 
gene is usually achieved at week 3–5 after the transfer 
of the vector, which is what was also observed in our 
experiments. Stimulation of the hippocampal neu rons 
with blue light in the 20-day-old animals, to which 
opto-vector was transferred at the 3rd day of life, 
increased the discharge activity of these neurons. 
This light stimulation increased expression of the 

Управление активностью клетки светом определенной длины 
волны с помощью светочувствительных ионных каналов, опсинов, 
(оптогенетика) все более широко используется для исследования 
работы и функции нейронов. Внедрение в клеточную мембрану 
опсинов с последующим приобретением клеткой чувствитель но-
сти к свету достигается с помощью вирусных векторов, создан ных 
чаще всего на основе лентиви ру сов или аденоаcсоциированных 
вирусов (AAV) и несущих нукле отидные последовательности, 
кодирующие белки фотокана лов. Введение в трансген-экспресси-
рующую кассету специфического для интересующего типа 
клеток промотора позволяет целе направ ленно продуцировать 
опсин только в клетках-мишенях. Целью данной работы явились 
краткое описание оптогенетического подхода, а также анализ 
возможности его использования при введении вирусных векто-
ров в мозг неонатальных животных для исследования функции 
нейронов in vivo в последующие периоды онтогенеза. В данной 
работе трехдневным крысятам под холодовым наркозом вводили 
в головной мозг оптовектор (pAAV-CAMKIIa-ChR2h134-YFP), 
кодирующий фотоканал, активирующий нейрон, и маркерный 
желтый флюоресцентный белок под контролем CAMKIIa промо-
тора, специфичного для глутаматергических нейронов. Пик 
экспрессии внесенного гена, как правило, приходится на 3–5-ю 
неделю после введения вектора, что наблюдалось и в нашем 
случае. Фотостимуляция нейронов гиппокампа 20-дневных 
животных, которым на третий день жизни вводили оптовектор, 
повышала разрядную активность этих нейронов, а также увели-
чивала в них экспрессию белка с-Fos, являющегося общеприз нан-
ным маркером нейрональной активации. В результате проведения 
такого исследования в более поздние сроки, через 60 дней после 
неонатального введения гена оптоканала, не было обнаружено 
ни его заметной экспрессии, ни фотоактивации нейронов-
мише ней гиппокампа. Таким образом, неонатальное введение 
вирус ного вектора, несущего ген оптоканала, эффективно при 
исследовании функции нейронов мозга в ювенильном возрасте 
крыс и требует дополнительной проверки экспрессии гена 
в последующие периоды онтогенеза.

Ключевые слова: оптогенетика; фоточувствительные белки; 
активность нейронов; аденоассоциированные вирусы; онтогенез; 
экспрессия.
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recognized marker of neuronal activation protein 
c-Fos in these photosensitive cells too. The same 
experiments with older animals, 60 days after the 
neonatal opto-channel gene transfer, revealed no 
noticeable expression of this channel or photo- 
activa tion of target neurons of the hippocampus. 
Thus, neonatal administration of a viral vector carrying 
an opto-channel gene is suitable for the study of brain 
neurons in rats of juvenile age, and requires additional 
control for gene expression during subsequent periods 
of development.

Key words: optogenetics; photosensitive proteins; 
neuronal activity; adeno-associated viruses; ontogeny; 
expression.

КАК ЦИТИРОВАТЬ ЭТУ СТАТЬЮ:
Ланшаков Д.А., Дрозд У.С., Запара Т.А., Дыгало Н.Н. Введение оптогенетических векторов в мозг неонатальным животным 
для исследования функции нейронов в последующие периоды онтогенеза. Вавиловский журнал генетики и селекции. 
2016;20(2):255-261. DOI 10.18699/VJ16.157

HOW TO CITE THIS ARTICLE:
Lanshakov D.A., Drozd U.S., Zapara T.A., Dygalo N.N. Transfer of optogenetic vectors into the brain of neonatal animals to study 
neuron functions during subsequent periods of development. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics 
and Breeding. 2016;20(2):255-261. DOI 10.18699/VJ16.157

Прогресс в изучении сложных физиологических 
систем и признаков, особенно головного мозга, 
требует новых, все более совершенных методов ис-

следования. До недавнего времени при анализе функций 
центральной нервной системы (ЦНС) для модуляции 
активности нейронов использовали лишь фармакологиче-
ские и электрофизиологические методы. При выяснении 
механизмов мультигенных и плейотропных признаков 
возникла необходимость в более избирательных подходах 
к манипуляции состоянием работающих клеток ЦНС. 
В настоящее время исследователи располагают обшир-
ным набором моделей и методов, таких как трансгенные 
и нокаутные животные, биотехнологические подходы 
и недавно получившие широкое распространение методы 
оптогенетики. В оптогенетической области нейробиоло-
гических исследований опубликованы сотни статей, охва-
тывающих широкий спектр функций нейронов и их сетей 
у самых разнообразных объектов: от нематоды, плодовой 
мушки и аквариумной рыбки до лабораторных грызунов 
и даже приматов (Deisseroth, 2011; Diester et al., 2011; 
Zhao et al., 2011; Дыгало, 2015). Суть оптогенетических 
подходов состоит в управляемом изменении мембранного 
потенциала клеток путем активации светом внедренных 
в их мембрану светочувствительных ионных каналов. 
Такой подход может быть использован для исследова-
ния причинно-следственной связи между активностью 
определенных нейронов и, например, поведением или 
экспрессией интересующих исследователя генов. Целью 
данной работы явилось рассмотрение наиболее часто ис-
пользуемых в настоящее время средств реализации этого 
подхода, а также анализ особенностей его применения 
при вирусной доставке оптогенетических векторов в мозг 
неонатальных животных для исследования функции ней-
ронов in vivo в последующие периоды онтогенеза.

Светочувствительные ионные каналы, 
изменяющие активность нейронов
Оптогенетика использует методы генной инженерии для 
внедрения в клеточную мембрану исследуемых нейронов 

белков, опсинов, способных менять мембранный потен-
циал клетки в ответ на активацию светом определенной 
длины волны. Среди опсинов выделяют активаторы, 
деполяризующие мембрану, и ингибиторы, гиперпо-
ляризующие ее. Эти генетические инструменты могут 
использоваться как по отдельности, так и в сочетании 
(Glock et al., 2015).

Наиболее часто используются родопсины. Эти белки 
имеют в своей структуре семь трансмебранных доме-
нов, образующих канал. Они сопряжены с ретиналем, 
являющимся кофактором этих опсинов. Поглощая фотон, 
ретиналь изомеризуется, провоцируя изменение конфор-
мации белка, что приводит к изменению проницаемости 
мембраны для ионов, индуцируя ток одновалентных 
(H+, Na+, K+) и небольшого количества некоторых двух-
валентных (Са2+) катионов, вызывающих деполяризацию 
мембраны нейрона. 

Каналородопсин-2 (ChR2) был первым бактериаль-
ным белком, использованным для изменения активно-
сти нейрона, а именно его деполяризации, а также для 
управления поведением нематоды C. elegans (Boyden et 
al., 2005). Спектр поглощения ChR2 находится между 350 
и 530 нм, тогда как максимальная активация достигается 
при стимуляции светом с длиной волны около 460 нм 
(синий свет). После того как канал открывается, он может 
медленно спонтанно закрываться в темноте, но его за-
крытие так же может быть индуцировано зеленым светом. 
Скорость тока ионов через этот канал сравнительно мала 
(1,21 мс при освещении 20 мВт/мм2) (Lin, 2011), поэтому 
для достижения функционально значимого результата 
требуется присутствие большого количества каналов на 
мембране (Boyden et al., 2005). Сейчас получены каналы 
с большей светочувствительностью и скоростью тока 
ионов, но и в настоящее время ChR2 является наиболее 
используемым в оптогенетических исследованиях. Усо-
вершенствование функций этого канала методами мо-
лекулярной инжене рии за счет изменения спектральных 
свойств, проводимости или кинетики этого белка активно 
ведется в ряде лабораторий. Было показано, например, что 
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одна точечная мутация (H134R) в гене каналородопсина-2 
повышает ток ионов в 2–3 раза за счет замедления деак-
тивации канала (Gradinaru et al., 2007), а С128S мутанты 
способны деактивироваться под действием импульса 
зеленого света (542 нм), сохраняя при этом способность 
активироваться синим светом. Такие свойства могут быть 
использованы для более точного регулируемого импульс-
ного включения или выключения канала и, соответствен-
но, повышения или снижения активности нейрона (Zhang  
et al., 2010).

Торможение нейрональной активности впервые было 
достигнуто с помощью галородопсина (NpHR), найден-
ного в археях Natronomonas pharaonis (Zhang et al., 2007). 
NpHR является насосом, активируемым желтым светом 
с пиком возбуждения 590 нм. Он индуцирует ток ионов 
хлора в клетку, гиперполяризуя ее мембрану. В отличие 
от каналородопсина, который является каналом и в от-
крытом состоянии способен пропускать множество ионов, 
галородопсин – насос, который способен транспортиро-
вать только один ион за один цикл. В связи с этим NpHR 
имеет низкую скорость работы и нуждается, как и ChR2, 
в высоком уровне экспрессии для осуществления физио-
логического эффекта.

В настоящее время для торможения активности ней-
ронов путем гиперполяризации также используются 
протонные насосы Arch и Mac, которые выкачивают про-
тоны из клетки. Archaerhodopsin-3 (Arch) был обнаружен 
в археях Halorubrum sodomense (Husson et al., 2012). Этот 
насос активируется желто-зеленым светом и вызывает 
самую мощную по сравнению с другими белками ги-
перполяризацию при освещении светом с длиной волны 
566 нм. Mac, найденный в грибе Leptosphaeria maculans, 
активируется сине-зеленым светом (550 нм). В целом эти 
белки имеют более высокую скорость транспортировки 
ионов, чем NpHR. Кроме того, спектры активации этих 
белков позволяют использовать их совместно с ChR2 при 
мультимодальных стратегиях освещения. 

Трансгенные животные  
в оптогенетических исследованиях
Изучение функции интересующих исследователя нейро-
нов возможно при их активации светом, если эти нейроны 
имеют в своей мембране ChR2. Для этого создаются транс-
генные ChR2 животные, у которых опсин экспрессируется 
в определенном типе клеток, что обеспечивает специфич-
ный для этих клеток промотор. Такие линии крыс и мышей 
могут быть использованы для изучения функциональных 
связей в сложных и еще не известных нейронных цепях 
в естественных условиях с высоким пространственным 
и временным разрешением. Уже создано большое число 
таких линий. Животные этих линий не имеют каких-либо 
заметных поведенческих или репродуктивных дефектов 
(Arenkiel et al., 2007; Wang et al., 2007). 

Для анализа сложных форм поведения животных 
с помощью оптогенетической стимуляции применяют 
контролируемую экспрессию фотоактивируемых белков, 
которая либо запускается, либо прекращается в ответ на 
определенный триггер. Такие системы обеспечивают из-
менение содержания опсинов в контрастных ситуациях 
поведенческого теста. Для этих целей часто используют 

тетрациклиновые Tet-off и Tet-on системы. Tet-off система, 
например, была успешно использована в эксперименте, 
нацеленном на выявление клеток, контролирующих реак-
цию страха у мышей. Трансгенным мышам, экспрессиру-
ющим тетрациклиновый активатор tTA под промотором 
гена раннего ответа c-fos, экспрессия которого является 
маркером активации нейронов, в гиппокамп вводили 
вирусную конструкцию, в которой ChR2 находился под 
промотором, содержащим тетрациклин-отвечающий 
элемент (TRE). Животным с пищей давали доксициклин 
(синтетический аналог тетрациклина), который связы-
вается с tTA, что препятствует включению экспрессии 
ChR2. Как только доксициклин прекращает поступать 
с пищей, становится возможной экспрессия ChR2, но она 
происходит только в активированных нейронах, у которых 
запущен механизм, участником и показателем активности 
которого является белок с-Fos. В этих опытах незадолго 
до помещения в стрессовую ситуацию, вызывающую 
у мышей  реакцию страха, им прекращали давать доксици-
клин, а уже в угрожающей ситуации снова давали данный 
препарат. Этим обеспечивали экспрессию каналородопси-
на-2 только в тех нескольких «нейронах страха», которые 
были активны в ситуации стресса. Однажды запущенная 
экспрессия ChR2 в этих «нейронах страха» достаточно 
устойчива, что позволило избирательно активировать их 
светом. Оптогенетической стимуляции этих нескольких 
нейронов в условиях, в которых животное обычно не про-
являет реакцию страха, было достаточно, чтобы вызвать 
реакцию страха в спокойной, неугрожающей обстановке 
(Liu et al., 2012). 

Одной из проблем оптогенетики является получение 
стабильной экспрессии ChR2 под слабым или же жестко 
регулируемым промотором. Для повышения экспрессии 
фотоканала его ставят под контроль сильного консти-
тутивного промотора (например, EF1-α), находящегося 
в обратной ориентации к промотору опсина и фланкиро-
ванного двумя loxp сайтами, обычным и мутированным 
(EF1α-DIO-гало / опсин). После восстановления нор-
мальной ориентации Cre-рекомбиназой последователь-
ность, кодирующая мРНК опсина или галородопсина, 
разворачивается, что обеспечивает высокий уровень 
экспрессии фотоканала. Часто используются конструк-
ции, в которых после сильного промотора находится 
stop-кассета, фланкированная loxp сайтами (EF1α-lox-
STOP-lox-гало / опсин). 

Чтобы добиться сильной специфичной экспрессии 
опсинов в нейронах тех типов, которые представляют 
интерес, либо в клетках, экспрессирующих исследуемый 
ген, используют трансгенных животных, у которых Cre-
рекомбиназа экспрессируется только под промотором, 
работающим исключительно в необходимом типе клеток 
либо под промотором исследуемого гена. Применяют как 
введение вирусов (EF1α-DIO-гало / опсин) этим транс-
генным животным, экспрессирующим Cre-рекомбиназу, 
так и скрещивание мышей двух трансгенных линий. При 
введении вируса в мозг Cre-экспрессирующих трансгенов 
ген опсина с сильным EF1-α промотором попадает во все 
клетки в зоне инъекции вирусной конструкции, но лишь 
в тех клетках, где имеется Cre, произойдет увеличение 
уровня экспрессии этого гена (Gompf et al., 2015). 
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Наряду с трансгенными линиями мышей используется 
вирусная доставка генов опсинов в клетки интересующих 
исследователя областей головного мозга. 

Вирусные векторы доставки опсинов в мозг
Для экспрессии в клетках исследуемых отделов мозга 
активируемых светом каналов их часто доставляют к этим 
клеткам в составе ленти- или аденоассоциированных 
(AAV) вирусов. Эти векторы обеспечивают устойчивую 
экспрессию доставляемого гена в различных типах клеток 
при минимальном ответе иммунной системы.

Специфический клеточный промотор способен обе-
спечить селективную экспрессию опсина в нужных типах 
нейронов, а также отделах головного мозга. Вирусные 
векторы на основе ленти- и AAV вирусов могут быть 
использованы на организмах, для которых полностью 
недоступны либо имеется лишь ограниченное число 
трансгенных моделей, например на приматах. Вирусные 
конструкции способны преодолевать низкую транскрип-
ционную активность некоторых специфичных промоторов 
путем встраивания множества копий гена. При достаточно 
высоком титре введенного вируса высокий уровень экс-
прессии опсина в нейронах достигается через 2–3 недели 
и может наблюдаться в течение нескольких месяцев. 
(Dittgen et al., 2004; Zhang et al., 2010; Kim et al., 2013).

Данный подход в сочетании с последними достиже-
ниями в фотолитографии позволяет перейти на новый 
уровень в изучении функций нейронов in vivo. Коммер-
ческие компании (Neuronexus, Neuralynx, Omnetics, Atlas 
Neuroengineering, IMTEK, Multichannel system, Intan 
Blackrock) предлагают различные многоканальные полу-
проводниковые (с микроусилителем для каждого канала 
на плате) оптотроды (оптоволокно + электрод), при по-
мощи которых возможны одновременные стимуляция 
светом и запись локальных потенциалов клеток (Davis et 
al., 2008; Tan et al., 2008). Плотность печати микроплат 
позволяет вести запись до 256 каналов, регистрируя попу-
ляционные спайки малого количества нейронов (Buzsaki 
et al., 2015). Прогресс в технических науках обеспечил 
создание микро-оптоволокна, эмитирующего свет с раз-
ной длиной волны в разных точках для одновременной 
стимуляции и ингибирования нейронов, расположенных 
в зонах эмиссии возбуждающего и тормозного света, что 
позволяет мультимодально манипулировать различными 
популяциями нейронов (Pisanello et al., 2014). Имеющиеся 
оптотроды и микросхемы достаточно миниатюрны. После 
вживления в мозг они могут быть закреплены на голове 
и служить при долговременных хронических опытах на 
животных, что открыло путь применения оптогенетики 
для исследования депрессивно-подобного поведения, 
тревожности, агрессии, памяти, стресса и других функций 
организма. 

Ген c-fos в оптогенетических исследованиях
Активацию нейронов в мозге можно выявить не только 
по частоте и амплитуде их электрических разрядов, но 
и по всплеску экспрессии генов раннего ответа, таких как 
с-fos или arc. Это установлено многими исследователями 
методами in situ гибридизизации и иммуногистохимии 
(Lanshakov et al., 2016). Повышение экспрессии c-fos 

может наблюдаться уже через 5 мин после активации 
нейрона, поэтому трансгены и генетические конструкты 
на основе промотора c-fos часто используются в опто-
генетике. Активированные клетки и целые нейронные 
сети можно маркировать и выявлять по экспрессии c-fos, 
используя трансгенных мышей с репортерным флюо-
ресцентным белком под его промотором. Маркировать 
активные нейроны позволяет и подход TRAP (Targeted 
Recombination in Active Populations), включающий два 
компонента: трансген с ERTCre-рекомбиназой под промо-
тором с-fos и трансген (или вирус), который экспрессирует 
репортерный флюоресцентный белок рекомбиназозависи-
мым образом. В отсутствие тамоксифена Cre-рекомбиназа 
остается в цитоплазме неактивной, рекомбинация не 
происходит и белок не экспрессируется. Важно, что 
неактивные клетки не экспрессируют Cre-рекомбиназу 
и в них не происходит рекомбинации даже в присутствии 
тамоксифена. Этот подход отличается более высоким вре-
менным разрешением по сравнению с TET-off системой, 
так как экспрессия с-fos происходит только в течение 
короткого времени после активации нейрона и активность 
тамоксифена ограничена его метаболизмом и экскрецией. 
В результате помечаются только те нейроны, которые 
были активны в течение непродолжительного отрезка 
времени. (Guenthner et al., 2013). Отметим, что все описан-
ные системы, использующие Сre- и ERTCre-рекомбиназы, 
могут быть совмещены с современными репортерами, 
такими как флюоресцентные белки, например brainbow, 
а также генетически кодируемыми фотосенсорами ионов 
кальция или глутамата.

Ответы на фотостимуляцию клеток, 
экспрессирующих каналородопсин 
Каналородопсины способны осуществлять трансмем-
бранный ток ионов под влиянием фотонов определен-
ной длины волны в клетках любых типов. Это свойство 
фотоканалов привлекает к ним внимание даже в качестве 
потенциальных регуляторов сердечной деятельности при 
экспрессии в кардиомиоцитах (Ambrosi et al., 2015).

Экспрессия использованного в нашей работе кана-
лородопсина H134 in vitro в составе плазмиды pAAV-  
CAMKIIa-ChR2h134-YFP в клетках линии HEK293 эмб-
риональной почки человека, трансфецированных этой 
плазмидой при помощи липофектамина, придавала 
данным клеткам чувствительность к свету. В этих опы-
тах через сутки после трансфекции клетки, экспресси-
рующие опсин H134, освещали синим светом (480 нм 
~ 1,2 мВт / мм2) и измеряли трансмембранный ток методом 
патч-кламп (Zapara et al., 1989). При освещении клеток 
наблюдали деполяризацию их мембран, что подтверждает 
фотоактивность этого опсина (рис. 1). 

Для экспериментов in vivo вирусные векторы были 
собраны, очищены и сконцентрированы в лаборатории 
функциональной нейрогеномики ИЦиГ СО РАН на ос-
нове плазмид, созданных группой K. Deisseroth (США). 
Частицы AAV вирусов смешанных первого и второго 
серотипов получали, как это принято, путем PEI трансфек-
ции HEK293 клеток смесью плазмид для сборки вирусов 
pDP1, pDP2 и плазмидой pAAV-CAMKIIa-ChR2h134-YFP, 
несущей последовательность каналородопсина-2 H134. 
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Вирусные частицы выделяли на гепарин-сефарозных 
колонках и концентрировали при помощи центрифужных 
концентраторов Millipore (США) до титра 1011. В этих 
векторах экспрессия каналородопсина контролируется 
промотором CAMKIIa, активным только в глутаматер-
гических нейронах. В качестве контроля использовали 
вектор AAV-CAMKIIa-EGFP, имеющий те же компоненты, 
что и фотовектор, за исключением фотоканала. 

Внедрение генетических конструкций в мозг взрослых 
грызунов связано с необходимостью проведения сложной 
операции, включающей трепанацию черепа (Shishkina et 
al., 2001). Вводить препараты в головной мозг новорож-
денных или неонатальных животных существенно легче, 
поскольку их  кожные покровы прозрачны, а кости черепа 
еще не сформированы, как это уже было показано нами 
ранее (Shishkina et al., 2004; Dygalo et al., 2008). Поэтому 
использование неонатальных животных для инъекций 
им в головной мозг векторов, экспрессирующих канало-
родопсины, для последующего исследования взрослых 
животных представляет особый интерес.

Для оценки применимости такого подхода с использо-
ванием вектора, в котором экспрессия каналородопсина 
контролируется промотором CAMKIIa, активным в глута-
матергических нейронах, трехдневным крысятам под хо-
лодовым наркозом в боковые желудочки головного мозга 
было введено 5µl вирусных частиц, кодирующих канал 
и флюоресцентный маркер, или контрольные вирусные 
частицы, несущие лишь зеленый флюоресцентный белок. 

Через 3 и 9 нед был проведен анализ электрической 
активности клеток мозга при фотостимуляции. Для 
этого животных наркотизировали уретаном и помещали 
в стереотаксис. Через небольшое отверстие в черепе, рас-
положенное над гиппокампом, в его СА1 область вводили 
16-канальный оптотрод A1 × 16-5mm-100-177-OA16LP
фирмы Neuronexus (США), позволяющий осуществлять
оптическую стимуляцию ткани в области расположения
окончания оптотрода и регистрировать электрическую
активность клеток этого участка мозга. Запись популяци-
онных спайков вели с помощью прибора SmartBox компа-
нии Neuronexus (США). Стимуляцию светом 1,2 мВт / мм2

проводили при помощи фотодиода фирмы Thorlabs
(США), дающего синий свет с длиной волны 480 нм. Экс-
перимент начинали 10-минутной регистрацией фоновой
разрядной активности нейронов без фотостимуляции.
Последующие 10 мин электрическую активность этих
нейронов регистрировали при подаче через оптоволокно
синего света (480 нм ~ 1,2 мВт / мм2), входящее в состав
оптотрода (рис. 2). Через 3 нед после введения вируса, как
отчетливо видно на этом рисунке, при стимуляции мозга
светом происходит увеличение электрической активности
клеток гиппокампа. Активация гиппокампа неонатальных
животных светом подтверждалась и количественным
анализом разрядной активности его нейронов (рис. 2, б).

После завершения опто-электрофизиологической части 
эксперимента стимулирующее действие синего света на 
клетки дополнительно было определено по общепри-
нятому критерию активации нейронов – повышению 
экспрессии белка раннего ответа c-Fos. Для этого нарко-
тизированных животных транскардиально перфузировали 
1 × PBS и 4 %-м параформальдегидом (PFA). Извлекали 

мозг, постфиксировли 4 ч в 4 %-м PFA и делали 300 μm 
срезы на вибратоме. Иммуногистохимию белков прово-
дили согласно общепринятым методикам (Lanshakov et al., 
2016). Иммуногистохимический анализ показал, что фото-
стимуляция разрядной активности нейронов вызывает 
увеличение экспрессии белка раннего ответа c-Fos в тех же 
клетках, которые экспрессируют каналородопсин H134. 

В отличие от ювенильных животных, в головном 
мозге взрослых 9-недельных крыс практически не было 
найдено клеток, экспрессирующих репортер. В согласии 
с этим у взрослых животных отсутствовал также и ответ 
со стороны разрядной активности нейронов головного 
мозга при стимуляции синим светом как in vivo, так и на 
срезах гиппокампа in vitro. В большинстве экспериментов 
с вирусной доставкой опсинов в мозг взрослых животных 
стимуляцию проводят через 20–30 дн (Stuber et al., 2011; 
Warden et al., 2012). В некоторых исследованиях кон-
структы с CAMKIIa промотором обеспечивали в течение 
8–9 нед экспрессию внутриклеточных белков, которые не 
экспонированы на поверхности клеток (Hioki et al., 2007; 
Watakabe et al., 2015). Явное снижение количества клеток, 
экспрессирующих Н134 у животных 9-недельного воз-
раста, может объясняться рядом причин. Прежде всего, 
спустя несколько недель после доставки вектора в клетку 
обнаруживаются метилирование и инактивация его про-
мотора, что существенно снижает экспрессию регулиру-
емого им гена (Watakabe et al., 2015). С другой стороны, 
каналородопсин – чужеродный белок, встраивающийся 
в мембрану нейронов и экспонирующийся на их поверх-
ности, что способно индуцировать развитие реакции 
микроглии и элиминацию этих клеток. Даже экспрессия 
внутриклеточного чужеродного белка, обеспеченная его 
доставкой в клетки мозга AAV2 вирусом, способна, хотя и 
в меньшей степени, чем доставка AAV9 вирусом, индуци-
ровать элиминацию клеток, экспрессирующих этот белок 
(Samaranch et al., 2014). Оба предложенных механизма 
снижения экспрессии Н134 у животных 9-недельного 
возраста представляются вполне реальными, поскольку 
убедительно показаны на генетических конструкциях, по-
добных нашей. Таким образом, несмотря на технологич-
ность введения в головной мозг неонатальным животным 
вектора, экспрессирующего фоточувствительный канал, 
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Fig. 1. Whole-cell patch-clamp recordings from HEK293 cell expressing 
channelrhodopsin-2 H134. Current variation: (1) in response to light 
of the wavelength 470 nm, (2) in the control.
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применимость этого подхода, по крайней мере относительно используемых 
в нашей работе конструктов, имеет ограничение по сроку после вирусной до-
ставки вектора в мозг и может эффективно применяться лишь у ювенильных 
животных.

Результаты свидетельствуют, что малотравмирующее и нетрудоемкое 
введение вирусных конструкций в головной мозг новорожденным или неона-
тальным животным может быть использовано для последующего изучения эф-
фектов оптогенетической активации нейронов ЦНС у животных ювенильного 
или подросткового возраста. В то же время для оптогенетического управления 
разрядной активностью нейронов ЦНС взрослых животных и анализа свойств 
этих клеток необходимо введение векторов, в которых экспрессия каналоро-
допсина контролируется промотором CAMKIIa в сроки, предшествующие 
стимуляции нейронов светом и обеспечивающие проявление высокого уровня 
экспрессии фотоканала в период исследования. 
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Opposite roles of serotonin 
and neuropeptide FMRFamide 
in the regulation of epigenetic 
processes involved in the long-
term memory formation

L.N. Grinkevich , O.V. Vorobiova

Pavlov Institute of Physiology RAS, St. Petersburg, Russia 

Epigenetic modific tions are studied intensively 
to understand mechanisms of long-term memory. We 
have shown that histone H3 methylation is important 
for the defense refl xes formation in the mollusk 
Helix luco rum. We suggested that these epigenetic 
modific tions are controlled by facilitatory and 
inhibitory pathways involved in the long-term memory 
formation. Serotonin and neuropeptide FMRFamide 
play opposite roles in the formation of defensive 
refl xes. Serotonin strengthens synaptic connections 
between neurons of the network, and FMRFamid is 
an inhibitory transmitter leading to long-term depres-
sion. To study the epigenetic regulation of the pro-
cesses involved in the long-term memory forma tion, 
we performed comparative studies on the serotonin 
and FMRFamide effects on histone H3 methylation 
in the CNS of the Helix. We found that the incubation 
of the CNS with serotonin induces methylation 
of histone H3 at both activating (Н3K4me3) and 
inhibitory (Н3K9me2) sites, while incubation 
with FMRFamide has an opposite effect reducing 
methylation of histone H3 in the sub eso pha geal 
complex of ganglia, important for defensive behaviour. 
We observed a different me thylation pattern of his-
tone H3 in the cerebral ganglia involved in signal 
processing of food stimuli, where serotonin did not 
affect the methylation of histone H3 at the activator 
site and reduced methylation at the inhibitory site, 
while FMRFamid had no effect on methylation. 
The data indicate that the facilitatory and inhibitory 
processes mediated by serotonin and FMRFamide can 
interact at the epigenetic level, through histone H3 
methylation by activating or inhibiting it, respectively. 
This may underlie the convergence of the activator 
and inhibitory pathways involved in the long-term 

Эпигенетические модификации гистонов интенсивно изучаются 
в связи с механизмами долговременной памяти. Ранее мы пока-
за ли, что метилирование гистона Н3 по активаторным (Н3K4mе3) 
и ингибиторным (Н3K9mе2) сайтам играет важную роль в выра-
ботке оборонительного рефлекса пищевой аверзии у наземного 
моллюска Helix lucorum. Было предположено, что данные эпиге-
не тические модификации находятся под контролем как акти ва-
торных, так и тормозных путей, вовлеченных в формирование 
долговременной памяти. Ключевым активаторным медиатором 
ЦНС моллюсков в формировании оборонительных рефлексов 
является медиатор серотонин, а тормозным – нейропептид 
FMRFамид. Инкубация ЦНС с этими веществами моделирует 
сен ситизацию и привыкание соответственно. Оба этих процесса 
вовлечены в формирование долговременной памяти. С учетом 
противоположной роли серотонина и FMRFамида в пластичности 
оборонительных рефлексов нами были проведены сравнительные 
исследования по влиянию данных нейротрансмиттеров на мети-
лирование гистона Н3 в функционально различных гангли ях 
ЦНС Helix. Показано, что серотонин и FMRFамид оказывают 
реципрокный эффект на метилирование гистона Н3 в подгло-
точном комплексе ганглиев ЦНС Helix, специализи рующемся 
на обо ронительном поведении. Так, инкубация ЦНС Helix 
c серотонином индуцирует метилирование гистона Н3 по акти-
ваторным (Н3K4me3) и ингибиторным (Н3K9me2) сайтам, тогда 
как инкубация с FMRFамидом снижает метилирование по обоим 
сайтам. Иную картину метилирования гистона Н3 мы наблю дали 
в церебральных ганглиях, участвующих в обработке сигналов 
пищевых стимулов. Инкубация ЦНС с серотонином не влияла 
на метилирование гистона Н3 по активаторному сайту и снижала 
метилирование по ингибиторному, а FMRFамид на метилиро-
вание гистона Н3 влияния не оказывал. Полученные данные 
свидетельствуют о том, что активаторные и ингибиторные пути, 
опосредуемые серотонином и FMRFамидом, способны взаимо-
действовать на эпигенетическом уровне через влияние на мети-
лирование гистона Н3. Эти эпигенетические изменения могут 
лежать в основе конвергенции активаторных и тормозных путей, 
участвующих в формировании долговременной памяти, и влиять 
на экспрессию генов, необходимых для пластических перестроек. 

Ключевые слова: эпигенетика; метилирование гистона Н3; 
серотонин; нейропептид FMRFамид; долговременная память; 
торможение; моллюск Helix. 
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memory formation and underlie follow ing regulation 
of the expression of genes involved in long-term 
plasticity. 
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Одной из сложнейших задач фундаментальной 
нейробиологии является выяснение роли эпиге-
нетических (надгенетических) механизмов фор-

мирования долговременной памяти (ДП). Важнейшую 
роль в эпигенетической регуляции играет модификация 
гистонов, приводящая к изменению пространственной 
структуры хроматина. В результате меняется доступ 
к ДНК регуляторных белков и, соответственно, индуци-
руется экспрессия генов или их репрессия (Berger, 2007). 
При этом ацетилирование гистонов, как правило, приво-
дит к индукции экспрессии генов, а метилирование – как 
к индукции, так и репрессии, в зависимости от того, какие 
сайты, по какой аминокислоте и насколько интенсивно 
метилируются (Berger, 2007; Xu, Andreassi, 2011). 

Показано, что эпигенетические модификации гистонов 
вовлекаются и в формирование долговременной памяти 
(Levenson, Sweatt, 2006; Wood et al., 2006; Danilova et al., 
2010; Gupta et al., 2010; Гринкевич, 2012а, б; Danilova, 
Grinkevich, 2012; Kandel, 2012). В настоящее время 
наиболее интенсивно изучается ацетилирование и мети-
лирование гистонов, так как показана принципиальная 
возможность через воздействие на эти процессы влиять 
на ментальные характеристики, нарушенные в ряде пато-
логий (Abel, Zukin, 2008; Kurita et al., 2012). 

Одним из популярных объектов для изучения мо-
лекулярных механизмов памяти являются животные 
с относительно простой нервной системой, в частности 
моллюски. Применение модели сенситизации (усиления) 
синаптической передачи между сенсорными и моторны-
ми нейронами моллюска Aplysia в культуре позволило 
Э. Канделу с коллегами открыть и описать ряд базовых 
механизмов пластичности (Kandel, 2012). На моллюсках 
также впервые была показана важная роль ацетилиро-
вания гистонов в формировании ДП (Guan et al., 2002), 
что стимулировало в дальнейшем целую серию работ на 
позвоночных животных (Levenson, Sweatt, 2006). Мети-
лирование гистонов является более сложным процессом, 
контролируется гистоновыми метилтрансферазами и де-
метилазами, обладающими высокой специфичностью 
к определенным сайтам гистонов (Xu, Andreassi, 2011). 
Изучение метилирования гистонов в связи с участием 
в пластических перестройках в ЦНС начато значительно 
позже, чем изучение ацетилирования (Gupta et al., 2010; 
Гринкевич, 2012б; Jarome, Lubin, 2013). 

В качестве модели долговременной памяти мы исполь-
зуем выработку условного рефлекса пищевой аверзии 

у моллюска Helix. Было показано, что в формирование 
данного вида ДП вовлекается как ацетилирование, так 
и метилирование гистона Н3, причем метилирование 
индуцируется как по активаторному, так и ингибитор-
ному сайтам (Гринкевич, 2012б; Danilova, Grinkevich, 
2012; Гринкевич, Воробьева, 2014; Grinkevich, Vorobiova, 
2014). Было предположено, что данные эпигенетические 
модификации находятся под контролем как активаторных, 
так и тормозных путей, вовлеченных в формирование ДП. 
С нарушением процессов торможения, вызванных недо-
статком метилирования гистона Н3 в промоторах генов 
ГАМКергической системы, связывают ментальные нару-
шения, часто присутствующие у больных шизофренией 
(Akbarian, Huang, 2009). Как известно, γ-аминомасляная 
кислота (ГАМК) является основным тормозным медиа-
тором нервной системы. С другой стороны, гиперакти-
вация ГАМКергической системы и дефицит когнитивных 
способностей наблюдаются у пациентов с дефицитом 
Н3К4-деметилазы JARID1C, которая вовлечена в фор-
мирование ДП. Ее ингибирование у животных вызывает 
повышение экспрессии генов, связанных с выбросом 
ГАМК, и приводит к нарушению долговременной памяти. 
В норме обучение подавляет экспрессию этих генов (Xu, 
Andreassi, 2011).

Ключевым активаторным медиатором ЦНС моллюсков 
в формировании оборонительных рефлексов является 
модуляторный медиатор серотонин, который опосредует 
действие ноцицептивных стимулов (Балабан, Захаров, 
1992; Grinkevich et al., 2008; Гринкевич, 2012а; Kandel, 
2012). Инкубация ЦНС с серотонином моделирует про-
цесс сенситизации, являющейся необходимым компонен-
том формирования условных оборонительных рефлексов. 
Дисфункция серотонинергической системы приводит к на-
рушениям в эпигенетической регуляции и невозможности 
формирования долговременных форм оборонительных 
рефлексов (Grinkevich et al., 2008; Danilova, Grinkevich, 
2012; Гринкевич, Воробьева, 2014; Grinkevich, Vorobiova, 
2014). Противоположную роль в пластичности оборо-
нительных рефлексов играет нейропептид FMRFамид 
(Phe-Met-Arg-Phe-NH2), который тормозит синаптиче-
ские реакции у моллюсков Aplysia (Belardetti et al., 1987) 
и Helix (Balaban, Chase, 1991). Инкубация ЦНС моллюсков 
с FMRFамидом моделирует процесс привыкания (де-
прессии синаптической пере дачи) (Montarolo et al., 1988). 

К настоящему времени описано множество эндогенных 
FMRFамид-подобных пептидов с общим названием FaRPs 
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(FMRFamide-related peptides), или RFамиды, которые 
представлены в ЦНС широкого круга животных, в том 
числе и позвоночных, идентифицированы их специ-
фические рецепторы и кодирующие эти нейропептиды 
гены (Raffa, 1988; Zatylny-Gaudin, Favrel, 2014). Спектр 
действия FMRFамидов широк. Они играют важную роль 
в развитии нервной системы, вовлечены в регуляцию 
пищевого поведения и боли (Raffa, 1988; Rőszer, Bánfalvi, 
2012). Введение FMRFамида позвоночным животным 
способно вызывать амнезийный эффект (Telegdy, Bollók, 
1987). Показано также, что химерные конструкции, 
включающие опиоиды и FMRFамид-подобные пептиды, 
способны подавлять боль без развития эффектов привы-
кания и могут останавливать апоптоз нервных клеток, 
вызываемый длительным применением опиоидов, что 
предполагает возможность их применения для обезбо-
ливания (Rőszer, Bánfalvi, 2012). Однако молекулярные 
механизмы действия FMRFамидов остаются в значитель-
ной мере невыясненными. 

Таким образом, представлялось важным провести 
сравнительные исследования по влиянию серотонина 
и нейропептида FMRFамида (играющих различную роль 
в механизмах пластичности) на процессы метилирования 
гистона Н3 в ЦНС Helix по активаторному (тримети-
лирование по лизину 4 (Н3К4mе3)) и ингибиторному 
(диметилирование по лизину 9 (Н3К9mе2)) сайтам. Эти 
модификации гистона Н3 приводят к индукции экспрес-
сии или репрессии генов соответственно (Xu, Andreassi, 
2011). Для проведения исследования имелись следующие 
предпосылки: 1) в ЦНС виноградной улитки идентифици-
ровано порядка 1 100 FMRFамид-содержащих нейронов 
(Elekes, Ude, 1993; Kobayashi et al., 2010), среди которых 
командные нейроны оборонительного поведения, яв-
ляющиеся основным пластическим звеном условного 
рефлекса пищевой аверзии, а также нейроны процеребру-
ма, вовлеченного в обработку ольфакторных стимулов; 
2) еще в начале 1990-х годов было предположено, что
«при функционировании рефлекторной дуги оборонитель-
ной реакции происходит противоборство двух систем»:
серотониновой, опосредующей действие опасных ноци-
цептивных стимулов, и FMRFамидной, которая приводит
к торможению поведенческой реакции при неопасных
для животного стимулах (Балабан, Захаров, 1992), однако
молекулярных исследований на эту тему не проводили.

Материалы и методы
Эксперименты по определению влияния серотонина 
и FMRFамида на эпигенетические процессы в ЦНС вино-
градных улиткок Helix lucorum выполняли на взрослых 
особях. ЦНС Helix выделяли, удаляли оболочку и пред-
варительно в течение 30 мин инкубировали в физиоло-
гическом растворе для беспозвоночных (80 mM NaCl; 
4 mM KCl; 7 mM CaCl2; 5 mM MgCl2; 5 mM TRIS–HCl; 
pH = 7,8), затем в течение 1,5 ч в физиологическом раство-
ре для беспозвоночных, содержащем серотонин (0,2 мМ) 
или FMRFамид (10 мкM). После этого биологически 
активные вещества отмывали физиологическим раство-
ром, спустя один час разделяли церебральные и подгло-
точные комплексы ганглиев, проводили гомогенизацию 

и подготовку образцов согласно M. Монси с коллегами 
(Monsey et al., 2011). Исследования модификации гистонов 
осуществляли методом Вестерн-блот анализа. Экстракты, 
содержащие искомые белки, разделяли электрофорезом 
в 14 %-м полиакриламидном геле (система Лэмли). Раз-
деленные белки переносили на нитроцеллюлозные филь-
тры, которые после проведения процедур, уменьшающих 
неспецифическую сорбцию (инкубация с 3 %-м молоком), 
последовательно инкубировали в растворах, содержащих 
первичные и вторичные (конъюгированные с пероксида-
зой хрена) антитела. Инкубацию с первичными антитела-
ми осуществляли в течение ночи при 4 °C. Визуализацию 
и количественный анализ связавшихся антител проводили 
с использованием хемолюминесцентного метода (система 
ECL, фирма «Amersham»). Рентгеновские пленки сканиро-
вали. Количественный анализ осуществляли при помощи 
компьютерной программы Gel-Pro Analyzer. 

Для оценки степени метилирования применяли анти-
тела к гистону Н3, триметилированному по лизину 4 
(Н3К4mе3), и антитела к гистону Н3, диметилированному 
по лизину 9 (Н3К9mе2). Для оценки содержания гисто-
нов применяли антитела к тотальным формам гистона 
Н3. Все использованные антитела произведены фирмой 
Upstate Biotechnology (США). Для каждого электрофореза 
рассчитывали отношения связывания антител к моди-
фицированным формам гистона к тотальным формам. 
Контроли усредняли, после чего в каждом электрофорезе 
рассчитывали отношение к среднему контролю. Статисти-
ческую обработку проводили с использованием t-крите рия 
Стьюдента. Различия считали статистически значимыми 
при p ≤ 0,05. Результаты представлены как среднее зна-
чение ± стандартная ошибка среднего.

Результаты
Анализ влияния серотонина и нейропептида FMRFамида 
на метилирование гистона Н3 проводили в подглоточном 
и церебральном комплексах ганглиев ЦНС Helix. Под-
глоточный комплекс ганглиев составляет большую часть 
ЦНС моллюсков и контролирует оборонительное поведе-
ние. В нем находятся сенсорные, моторные, командные 
и модуляторные нейроны, включенные в сеть оборони-
тельных рефлексов. В церебральных ганглиях обраба-
тывается информация, приходящая со стороны пищевых 
стимулов. Нейроны обоих комплексов ганглиев вовлечены 
в формирование условного оборонительного рефлекса 
пищевой аверзии (Балабан, Захаров, 1992). Анализ статуса 
метилирования гистона Н3 проводили по активаторным 
и ингибиторным сайтам спустя 1 ч после 1,5-часовой ин-
кубации ЦНС с серотонином или FMRFамидом. Данное 
время инкубации вызывает долговременные изменения 
эффективности синаптической передачи в нейрональной 
сети оборонительных рефлексов. Инкубация ЦНС с серо-
тонином в течение данного времени моделирует процесс 
долговременной сенситизации, а с FMRFамидом – про-
цесс долговременной синаптической депрессии. В каче-
стве контроля использовали ЦНС, которую инкубировали 
в физиологическом растворе для беспозвоночных, не 
содержащем серотонин или FMRFамид. 

Серотонин и FMRFамид играют противоположную роль
 в регуляции эпигенетических механизмов памяти
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Анализ влияния серотонина и нейропептида FMRFамида 
на метилирование гистона Н3 по активаторному сайту (Н3К4mе3)  
в подглоточном комплексе ганглиев ЦНС Helix
Для оценки метилирования гистона Н3 по активаторному сайту применя-
ли антитела к гистону Н3, триметилированному по лизину 4 (Н3К4mе3). 
Эти модификации гистона Н3 приводят к индукции экспрессии генов. Для 
оценки содержания гистона Н3 использовали антитела к тотальным формам 
этого гистона. Исследования показали, что спустя 1 ч после инкубации ЦНС 
с серотонином происходит индукция метилирования гистона Н3 по лизину 4 
(Н3К4mе3). Уровень метилирования составляет 1,31 ± 0,11 относительно 
контроля. Достоверно при р < 0,02 (рис. 1, а). 

Противоположная картина наблюдается при инкубации ЦНС с нейропепти-
дом FMRFамидом. Степень метилирования гистона Н3 по лизину 4 под влия-
нием FMRFамида снижается. Уровень метилирования составляет 0,83 ± 0,02. 
Достоверно при р < 0,01 (рис. 1, б).

Анализ влияния серотонина и нейропептида FMRFамида 
на метилирование гистона Н3 по ингибиторному сайту (Н3К9mе2)  
в подглоточном комплексе ганглиев ЦНС Helix
Для анализа влияния серотонина и нейропептида FMRFамида на метилирова-
ние гистона Н3 по ингибиторному сайту исследовали статус метилирования 
гистона Н3 спустя 1 ч после 1,5-часовой инкубации ЦНС с серотонином или 
FMRFамидом. Для оценки метилирования гистона Н3 по ингибиторному 
сайту применяли антитела к гистону Н3, диметилированному по лизину 9 
(Н3К9mе2). Эти модификации гистона Н3 приводят к репрессии генов. По-
казано, что спустя 1 ч после инкубации ЦНС с серотонином наблюдается 
индукция метилирования гистона Н3 по ингибиторному сайту (Н3К9me2). 
Уровень метилирования составляет 1,38 ± 0,07 по отношению к контролю. 
Достоверно при р < 0,001 (рис. 2, а). 

Исследование влияния FMRFамида на метилирование гистона Н3 проде-
монстрировало противоположную картину. Степень метилирования гистона 
Н3 под влиянием инкубации ЦНС с FMRFамидом снижалась по изучаемому 
ингибиторному сайту (рис. 2, б) и составляла 0,84 ± 0,06 (р < 0,001). 

Таким образом, инкубация ЦНС Helix с серотонином в течение 1,5 ч приво-
дит к индукции метилирования гистона Н3 в подглоточном комплексе ганглиев, 
причем как по активаторному, так и ингибиторному сайтам. Инкубация ЦНС 
Helix c FMRFамидом вызывает снижение метилирования гистона Н3 в под-
глоточном комплексе ганглиев по обоим сайтам. 

Анализ влияния серотонина  
и нейропептида FMRFамида на метилирование гистона Н3  
в церебральном комплексе ганглиев ЦНС Helix
Для анализа влияния серотонина и нейропептида FMRFамида на метилиро-
вание гистона Н3 в церебральном комплексе ганглиев исследовали статус 
метилирования гистона Н3 по активаторному и ингибиторному сайтам спустя 
1 ч после 1,5-часовой инкубации ЦНС с серотонином или FMRFамидом. Для 
каждой точки N = 6. 

Исследования показали, что инкубация ЦНС с серотонином не оказывает 
влияния на степень метилирования гистона Н3 в церебральных ганглиях по 
активаторному сайту (Н3К4mе3): 0,90 ± 0,08; р = 0,24, тогда как по ингиби-
торному сайту (Н3К9mе2) наблюдается снижение метилирования (0,65 ± 0,12) 
по отношению к контролю (р < 0,03). Под влиянием FMRFамида степень 
метилирования гистона Н3 в церебральных ганглиях не изменялась ни по 
активаторному, ни по ингибиторным сайтам и составляла по активаторному 
сайту (Н3К4mе3) 0,94 ± 0,09 относительно контроля (р = 0,54), а по ингиби-
торному (Н3К9mе2) 1,06 ± 0,14 (р = 0,67).

Таким образом, в церебральных ганглиях инкубация ЦНС с серотонином не 
оказывала влияния на степень метилирования гистона Н3 по активаторному 
сайту, однако индуцировала снижение метилирования по ингибиторному. 

Fig. 1. Serotonin and FMRFamide exert 
opposite effects on histone H3 methylation 
at the activator (Н3К4mе3) site of the sub-
esophageal ganglion complex in Helix.
Top: representative Western blotting image 
with antibodies against methylated histone 
Н3 (Н3К4mе3) and total histone H3 (Total H3). 
К, control; 5НТ, CNS incubation with serotonin; 
FMRF, CNS incubation with FMRFamide; 
Н3К4mе3, Н3 trimethylated at lysine 4. Y-axis; 
the proportion of the methylated H3 form with 
respect to the total amount of histone and 
to the control. For each point, N = 6. Significan e 
of differences: *p < 0.01; **p < 0.02 (t-test).

Fig. 2. Serotonin and FMRFamide exert 
opposite effects on histone H3 methylation 
at the inhibitory (Н3К9mе2) site of the sub-
esophageal ganglion complex in Helix.
Top: representative Western blotting image 
with antibodies against methylated histone 
Н3 (Н3К9mе2) and total histone H3 (Total H3). 
К, control; 5НТ, CNS incubation with serotonin; 
FMRF, CNS incubation with FMRFamide. Y-axis: 
the proportion of the methylated H3 form 
with respect to the total amount of histone 
and to the control. Н3К9mе2, Н3 dimethylated 
at lysine 9. For each point, N = 6. Significan e 
of differences:  *p < 0.001; **p < 0.02 (t-test). 
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Инкубация ЦНС с FMRFамидом не влияла на степень 
метилирования гистона Н3 ни по одному из исследован-
ных сайтов. 

Обсуждение
С целью изучения влияния активаторных и ингибиторных 
путей на эпигенетические процессы в ЦНС мы провели 
сравнительный анализ влияния серотонина и тормозного 
нейропептида FMRFамида на метилирование гистона Н3 
в функционально отличных ганглиях ЦНС Helix. Пока-
зано, что серотонин и FMRFамид оказывают противопо-
ложный эффект на метилирование гистона Н3 в подгло-
точном комплексе ганглиев ЦНС, специализирующемся 
на оборонительном поведении. Так, инкубация ЦНС Helix 
с серотонином в течение 1,5 ч приводит к значительной 
индукции метилирования гистона Н3 спустя час после 
инкубации, причем как по активаторному (Н3К4me3), 
так и ингибиторному (Н3К9me2) сайтам, тогда как инку-
бация ЦНС Helix c FMRFамидом в течение 1,5 ч снижает 
метилирование по обоим сайтам. Как отмечалось выше, 
эти биологически активные вещества играют противопо-
ложную роль в формировании оборонительных рефлексов 
моллюсков. Серотонин индуцирует усиление синаптиче-
ской связи между нейронами данной сети, а нейропептид 
FMRFамид является тормозным медиатором, вовлечен-
ным в формирование привыкания. Инкубация с этими 
веществами в течении 1,5 ч моделирует долговременную 
сенситизацию и привыкание соответственно. Сенситиза-
ция и привыкание относятся к неассоциативным формам 
обучения и вовлекаются в формирование условных обо-
ронительных рефлексов (Kandel, 2012).

Таким образом, полученные данные свидетельствуют 
о том, что серотонин и FMRFамид могут оказывать свое 
действие на работу генома в подглоточных ганглиях ЦНС 
через одни и те же мишени, а именно через изменение 
уровня метилирования гистона Н3. Однако эффект их 
действия разнонаправленный. При этом активационные 
процессы, опосредуемые серотонином, активируют 
метилирование и по активаторным, и по ингибиторным 
сайтам, а тормозные, опосредуемые FMRFамидом, инги-
бируют метилирование по обоим сайтам. Синхронную 
активацию метилирования гистона Н3 по активаторным 
и ингибиторным сайтам, как и в случае инкубации ЦНС 
с серотонином, мы наблюдали ранее при выработке реф-
лекса пищевой аверзии в условиях in vivo (Гринкевич, 
2012б). Сходные данные по синхронному метилированию 
активаторных и ингибиторных сайтов в аналогичные 
временные интервалы были получены и при выработке 
условных рефлексов у высших позвоночных (Gupta et 
al., 2010; Morse et al., 2015). Как отмечалось выше, мети-
лирование гистонов способно влиять как на индукцию 
экспрессии генов, так и их репрессию, в зависимости 
от того, какие сайты метилируются, активаторные или 
ингибиторные. Таким образом, полученные нами данные 
свидетельствуют о том, что в формирование как условных 
оборонительных рефлексов, так и долговременных форм 
сенситизации вовлекаются не только активация экспрес-
сии генов, но и ингибирование. Оценочные эксперименты 
на позвоночных животных показывают, что количество 
генов, экспрессия которых активируется или снижается 

при формировании ДП, практически совпадает (этих генов 
около 1 500) (Gupta-Agarwal et al., 2012). 

Что же касается долговременной депрессии, индуци-
руемой FMRFамидом, то деметилирование активаторных 
сайтов может приводить к ингибированию экспрессии ге-
нов (в том числе, возможно, включенных в формирование 
сенситизации), а деметилирование ингибиторных, наобо-
рот, активировать гены, необходимые для формирования 
долговременной депрессии. 

Несколько иную картину метилирования гистона Н3 
мы наблюдали в церебральных ганглиях, вовлеченных 
в обработку сигналов ольфакторных и пищевых стиму-
лов, используемых при формировании оборонительного 
рефлекса пищевой аверзии в качестве условных. Инку-
бация ЦНС с серотонином не влияла на метилирование 
гистона Н3 по активаторному сайту и снижала его по 
ингибиторному, т. е. в церебральных ганглиях серотонин 
в целом, вероятно, активирует экспрессию генов через 
выключение ингибиторных сайтов. FMRFамид в ис-
следованный временной интервал не оказывает влияние 
на метилирование гистона Н3 в церебральных ганглиях 
ни по одному из исследованных сайтов. Таким образом, 
серотонин и FMRFамид избирательно влияют на эпигене-
тические процессы в функционально различных ганглиях.

Следует отметить, что в отличие от серотонина (Бала-
бан, Захаров, 1992; Grinkevich et al., 2008; Kandel, 2012; 
Гринкевич, Воробьева, 2014; Grinkevich, Vorobiova, 2014) 
функции FMRFамидов и механизмы их воздействия на 
внутриклеточные процессы остаются еще плохо изучен-
ными. Наиболее полно описано действие FMRFамида на 
формирование долговременной депрессии синаптической 
связи между нейронами моллюска Aplysia в культуре 
(Guan et al., 2002). Показано, что FMRFамид индуцирует 
формирование долговременной депрессии через влияние 
на фосфорилирование K+ каналов S-типа (Belardetti et al., 
1987) и более того, способен подавлять серотонин-зави-
симую долговременную сенситизацию (фасилитацию), 
связанную с усилением ацетилирования гистона Н4 через 
его деацетилирование и вовлечение ингибиторного транс-
крипционного фактора CREB2 (Guan et al., 2002). Таким 
образом, из данных работ следует, что сенситизация, 
лежащая в основе формирования условных оборони-
тельных рефлексов, может быть подавлена эндогенным 
ингибиторным нейропептидом FMRFамидом, т. е. в ряде 
случаев процессы торможения могут доминировать над 
активационными. Наши впервые полученные данные 
по метилированию гистона Н3 в условиях инкубации 
ЦНС Helix с FMRFамидом свидетельствуют о том, что 
FMRFамид способен влиять на эпигенетические процессы 
через ингибирование не только ацетилирования гистона 
Н4, но и метилирования гистона Н3, причем в нашем 
случае также наблюдаются реципрокные отношения 
с серотонином. Способность FMRFамида оказывать 
противоположный серотонину эффект на метилирование 
гистона Н3 может отражать роль FMRFамида в целостном 
поведении животного, а именно в торможении стимулов, 
утративших значимость в том числе и при формировании 
условных рефлексов. Вовлечение FMRFамид-подобных 
пептидов в формирование привыкания было показано для 
нематоды (Li et al., 2013), однако эпигенетические иссле-
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дования в данной работе не проводили. Полученные нами 
данные о вовлечении FMRFамида в регуляцию метилиро-
вания гистонов расширяют базовые знания о механизмах 
воздействия пептидов на функционирование ЦНС. 

Отметим, что механизмы индукции процессов мети-
лирования гистонов при формировании ДП остаются 
еще практически неисследованными. Первая работа по 
вовлечению метилирования в формирование ДП была 
опубликована в 2010 г. Было показано, что метилирование 
гистона Н3 по активаторным и ингибиторным сайтам 
вовлечено в формирование условных оборонительных 
рефлексов у крыс (Gupta et al., 2010), а у мышей, лишен-
ных Н3К4-специфической гистоновой метилтрансфера-
зы Mll, данный вид ДП не формируется (Akbarian, Huang, 
2009). Нарушение метилирования гистонов наблюдается 
и при возрастных ухудшениях ДП. И что важно, память 
в данном случае может быть значительно улучшена через 
нормализацию метилирования путем предварительного 
содержания животных в условиях обогащенной различ-
ными предметами среды (Morse et al., 2015). К настоя-
щему времени идентифицировано несколько десятков 
специфических гистоновых лизин метилтрансфераз 
и деметилаз, которые контролируют метилирование 
и деметилирование определенных специфических сайтов 
гистонов. Часть из них вовлекается в формирование ДП 
(Gupta et al., 2010; Xu, Andreassi, 2011; Gupta-Agarwal et 
al., 2014). Механизмы привлечения данных ферментов 
к определенным регуляторным районам генов остаются 
практически неисследованными в связи как с многообра-
зием регуляторных систем, вовлеченных в формирование 
ДП, так и наличием большого числа форм ферментов 
с различными уровнями экспрессии в разных клетках 
и специфичностью их сродства к различным сайтам гисто-
нов. Опубликована первая работа, показывающая участие 
сигнального каскада MAPK / ERK (The mitogen-activated 
protein kinase / extracellular signal-regulated kinase) в индук-
ции метилирования гистона Н3 по ингибиторному сайту 
Н3К9me2 при формировании ДП, вызываемой страхом. 
При этом происходит двунаправленная регуляция форми-
рования комплекса Н3К9me2-специфической метилтранс-
феразы (G9a) и деметилазы (LSD1) на промоторах генов, 
а ингибирование этих ферментов приводит к угнетению 
или улучшению формирования ДП соответственно (Gupta-
Agarwal et al., 2014). Следует отметить, что MAPK / ERK 
каскад играет чрезвычайно важную роль в формировании 
долговременной памяти как у позвоночных животных, 
так и беспозвоночных (Levenson, Sweatt, 2006; Wood et 
al., 2006; Grinkevich et al., 2008).

Индукция метилирования гистона Н3 как при обучении 
Helix, так и при инкубации ЦНС с серотонином может 
осуществляться через MAPK / ERK. Ранее мы показали, 
что MAPK / ERK активируется при о бучении Helix, и эта 
активация серотонин-зависима (Grinkevich et al., 2008). 
Блокада MAPK / ERK каскада приводит к неспособ-
ности формирования ДП и сопровождается снижением 
ацетилирования гистона Н3, индуцируемого обучением 
(Danilova et al., 2010; Гринкевич, 2012а; Danilova, Grinke-
vich, 2012). Известно, что MAPK / ERK каскад играет 
важную роль в индукции ацетилирования через актива-
цию ацетилтрансфераз фосфорилированием (Гринкевич, 

2012а). С другой стороны, в литературе имеются данные 
о влиянии ацетилирования на метилирование гистонов 
(Akbarian, Huang, 2009; Gupta et al., 2010). Таким образом, 
гипотетически серотонин может индуцировать метили-
рование по активаторному сайту через ERK-зависимое 
ацетилирование гистона Н3, а по ингибиторному сайту –  
через ERK-зависимое ингибирование деметилаз аналогич-
но описанному в работе Gupta-Agarwal et al., 2014. В лите-
ратуре имеются данные о вовлечении фосфорилирования 
в функционирование гистоновых деметилаз (Toffolo et al., 
2014). Способность серотонина индуцировать метилиро-
вание гистона Н3 по ингибиторному сайту лизина 9 пока-
зана для гиппокампа (Hunter et al., 2009). Что же касается 
FMRFамида, то его действие на геном, по крайней мере 
у моллюсков, может опосредоваться через протеинкиназ-
ный каскад р38, который потенциально способен инги-
бировать метилирование по активаторным (и возможно, 
ингибиторным) сайтам через привлечение к регуляторным 
комплексам генов деметилаз (Guan et al., 2002). На по-
звоночных животных показано, что деметилаза LSD1 во-
влекается в деметилирование как активаторного Н3К4, так 
и ингибиторного Н3К9 сайтов гистона Н3 (Xu, Andreassi, 
2011), метилирование которых изучалось и нами в насто-
ящем и предыдущих исследованиях (Гринкевич, 2012б; 
Гринкевич, Воробьева, 2014; Grinkevich, Vorobiova, 2014). 
FMRFамид теоретически способен ингибировать метили-
рование гистона Н3 и через ингибирование регуляторного 
каскада MAPK / ERK посредством активации протеин-
киназы р38. Показано, что р38-зависимое ингибирование 
MAPK /ERK вовлечено в формирование FMRFамид-
зависимой депрессии у моллюска Aplysia (Fioravante et 
al., 2006). Кроме того, FMRFамид способен влиять на 
внутриклеточные процессы через регуляцию синтеза 
оксида азота (NO) (Rőszer et al., 2004), который широко 
вовлекается в формирование ДП (Korneev et al., 2005).

Полученные данные свидетельствуют о том, что ак-
тиваторные и ингибиторные процессы, опосредуемые 
серотонином и FMRFамидом, могут взаимодействовать 
на эпигенетическом уровне, активируя или ингибируя ме-
тилирование гистона Н3 соответственно. Таким образом, 
эпигенетические модификации гистонов могут лежать 
в основе конвергенции активаторных и тормозных путей, 
участвующих в формировании долговременной памяти, 
и, соответственно, регулировать экспрессию генов, во-
влекаемых в пластические перестройки. 

Изучению метилирования гистонов в функционирова-
нии ЦНС в настоящее время придается исключительно 
важное значение как в связи с участием метилирования 
в ментальных процессах, так и с потенциальной возмож-
ностью восстановления когнитивных функций, связанных 
с нарушением метилирования. Наибольшее число работ 
в этой области посвящено исследованию механизмов 
нарушения ДП и их восстановлению при депрессиях, 
аутизме и нейродегенеративных патологиях (Akbarian, 
Huang, 2009; Xu, Andreassi, 2011; Jarome, Lubin, 2013). 

Дальнейшие исследования взаимодействия серотонин-
индуцируемых и FMRFамидных сигнальных путей на уров-
не эпигенетической модификации гистонов могут пролить 
свет на механизмы конвергенции регуляторных систем, 
вовлеченных в формирование долговременной памяти. 
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