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Выполнено маркирование 5-НТ-иммунореактивных структур на срезах глаз пресноводных моллюсков
Lymnaea stagnalis и Pomacea canaliculata. В периокулярной области животных обоих видов обнаружена
повышенная плотность 5-НТ-ергических волокон, образующих структурно выраженные сплетения и
частично проникающих в сетчатку. В тканях глаза обнаружена транскрипция генов рецепторов серо-
тонина: двух типов у L. stagnalis и трех – у P. canaliculata. Ее относительный уровень статистически зна-
чимо превышает этот показатель в центральных ганглиях нервной системы и щупальцах. Дополни-
тельно в тканях P. canaliculata была зафиксирована транскрипция гена транспортера 5-НТ. Получен-
ные результаты обсуждаются с позиций возможного серотонинергического механизма модуляции
процессов в сетчатке у брюхоногих моллюсков.
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ВВЕДЕНИЕ
Серотонин (5-НТ) является одним из самых

распространенных медиаторов и модуляторов
нервных процессов в организмах как позвоноч-
ных, так и беспозвоночных животных. Влияние се-
ротонина проявляется в широком круге функций,
начиная от базовых физиологических механизмов
жизнеобеспечения, таких как локомоция и пита-
ние, до процессов обучения и памяти [1, 2]. Из-
вестно также о модулирующим влиянии 5-HT на
сенсорные [3], в том числе фоторецепторные [4, 5]
процессы и связанные с ними механизмы регуля-
ции биологических ритмов [6].

Рецепторы серотонина (5-HTR), обеспечиваю-
щее его влияние на сетчатку, идентифицированы у
нескольких видов позвоночных [7]. Из нервной
ткани беспозвоночных, в том числе моллюсков,
также выделены и охарактеризованы несколько ти-
пов 5-НТR [1], однако сведения об их присутствии в
сетчатке пока отсутствуют. При этом существование
серотонинергической иннервации глаза моллюсков,
указывающее на возможную физиологическую роль
этого вещества, выявлено у осьминога [8], и несколь-
ких видов брюхоногих: Aplysia californica [9], Bulla
gouldiana [10] и Lymnaea stagnalis [11, 12].

Небольшой объем и фрагментарность сведений
о серотонинергическом механизме в глазах мол-
люсков стимулировали данную работу. Ее целью

была определена детализация характеристики се-
ротонинергической иннервации глаза пресновод-
ных брюхоногих моллюсков на примере двух ви-
дов: L. stagnalis и P. canaliculata. Структурной зада-
чей исследования стал анализ топографии
серотонинергических нервных элементов с точки
зрения их возможности оказывать влияние на сет-
чатку. Задачей молекулярной части работы были
поставлены выявление и идентификация компонен-
тов серотонинергической системы в глазу исследо-
ванных моллюсков. Для этого был предпринят поиск
транскриптов генов рецепторов и транспортера серо-
тонина, а также оценка относительного уровня их
транскрипции в тканях глаза сравнительно с цен-
тральной нервной системой и щупальцами. Выбор
объектов был обусловлен наличием информации о
5-НТR прудовика [13, 14] и их генов у P. canaliculata
в базе данных Gene NCBI (https://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/gene/?term=serotonin%20pomacea;
дата обращения: 01.11.2022 г.).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. Взрослые особи прудовиков Lym-

naea stagnalis со средним размером раковины около
3 см были собраны в пресноводных водоемах Ка-
лининградской области и содержались в лабора-
торных условиях. Улитки Pomacea canaliculata
(средний размер раковины около 2–3 см) были вы-
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ращены в аквариумах Балтийского федерального
университета им. И. Канта в аэрированной водо-
проводной воде при температуре 25 ± 1°C и свето-
вом режиме 10 С:14Т.

Подготовка материала для приготовления гисто-
логических препаратов. Из тела животного (по
4 особи каждого вида) извлекали глаза (n = 16) с не-
большими фрагментами окружающих тканей. Все
образцы фиксировали в 4%-ном растворе пара-
формальдегида в течение 48 ч при температуре 4°С.
После фиксации проводили пробоподготовку гла-
за перед приготовлением срезов на микротоме-
криостате (KD-3000, KEDEE) при –20°С. Для это-
го образцы помещали в 30%-ный раствор сахарозы
и выдерживали в нем 48 ч при температуре 4°С. Об-
разцы нарезали толщиной 70 мкм. Полученные
срезы раскладывали в 12-ти луночный планшет в
раствор натрий-фосфатного буфера (рН = 7.6) с
0.1%-м азидом натрия.

Иммуногистохимическое окрашивание. Перед  про-
ведением окрашивания на серотонин срезы про-
мывали в растворе фосфатного буфера (рН = 7.6)
3 раза по 10 мин и помещали в блокирующий рас-
твор, который включал в себя натрий-фосфатный
буфер (рН = 7.6), 3% бычьего сывороточного аль-
бумина (BSA, Sigma) и 0.3% детергента Triton X-100
(0.3% Triton X-100, Sigma), в котором оставляли на
30 мин при комнатной температуре. Далее срезы
инкубировали с поликлональными первичными
антителами к 5-НТ (кролик, PAA808Ge01, Cloud-
Clone corp.) с разведением (1:1500) и оставляли в
течение 48 ч при 4°С на шейкере. По завершении
инкубации с первичными антителами срезы про-
мывали 5 раз в натрий-фосфатном буфере (рН =
= 7.6), а затем на 30 мин помещали в блокирующий
раствор. После этапа блокирования срезы инкуби-
ровали со вторичными поликлональными антите-
лами, конъюгированными с Cy3 (SAA544Rb16,
Cloud-Clone corp.) с разведением (1:500) в течение
48 ч при 4°С на шейкере в темноте. По истечении
этого периода перед промыванием в каждую лунку
добавляли флуоресцентный маркер ДНК Hoechst
33342 (2 мкг/мл) для окрашивания ядер клеток. Че-
рез 10 мин срезы промывали по 5 раз в натрий-фос-
фатном буфере (рН = 7.6).

Окрашенные срезы раскладывали на предмет-
ные стекла толщиной 1 мм, заключали в среду
Mowiol (Sigma-Aldrich) и накрывали покровным
стеклом толщиной 0.17 мм.

Микроскопия. Готовые препараты предвари-
тельно изучали на флуоресцентном микроскопе
(Axio Imager A2, Carl Zeiss) с использованием филь-
тров для Hoechst (355 нм) и Cy3 (550 нм). Наиболее
удачные препараты отбирали для дальнейшей ра-
боты на конфокальном микроскопе (LSM 780, Carl
Zeiss). Для получения четкого представления о рас-
положении серотонинергических волокон в сет-
чатке моллюсков проводили сканирование на раз-

ных фокальных плоскостях с шагом 4.33 мкм, ис-
пользуя функцию Z-управление (Z-stack). Серии
изображений были объединены с помощью про-
граммного обеспечения ZEN конфокального мик-
роскопа.

Обработка изображений. Количественную оценку
серотонинергических волокон проводили в про-
грамме ImageJ. Для этого на изображениях, полу-
ченных с использованием объектива 20×, выбира-
ли по 3 зоны интереса (200 × 300 px) вблизи и на
удалении от сетчатки, в которых определяли число
визуализированных волокон.

Статистический анализ данных иммуногистохи-
мического окрашивания. Обработку результатов
проводили с помощью двухфакторного дисперси-
онного анализа ANOVA с последующим post hoc те-
стом с помощью критерия Tьюки в ПО GraphPad
Prism 9. Различия между группами считались ста-
тистически значимыми при p < 0.05. На графиках
результаты представлены как среднее ± SD.

Подготовка материала для анализа относитель-
ных уровней транскрипции (ОУТ). Из тела животно-
го извлекали глаза, окологлоточное кольцо гангли-
ев, а также щупальца. Выделенные образцы храни-
ли при –80°С.

Дизайн праймеров. Последовательность нуклео-
тидов праймеров для транскриптов гена LymHTR2
(U50080.1) L. stagnalis была взята из работы [15].
Для других изучаемых генов обоих видов брюхоно-
гих моллюсков праймеры подбирали с помощью
программного обеспечения NCBI Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/in-
dex.cgi?LINK_LOC=BlastHome; дата обращения:
20.11.2022 г.). Полученные праймеры анализирова-
ли и оценивали в ПО Nucleotide BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PRO-
GRAM=blastn&PAGE_TYPE=Blast-
Search&LINK_LOC=blasthome; дата обращения:
20.11.2022 г.) по следующим показателям:

1) температура отжига forward и reverse прайме-
ров 53–63°C;

2) содержание GC в последовательности прай-
меров – 50%;

3) длина праймера – 17–25 нуклеотидов;
4) размер ампликона – 100–300 пар оснований;
5) комплементарность исследуемой последова-

тельности только одной последовательности
кДНК исследуемого вида;

6) способность формировать шпильки (hairpins) –
ΔG (энергия Гиббса) 3'-конца больше –2 ккал/моль,
ΔG внутреннего участка больше –3 ккал/моль;

7) способность формировать димеры с таким
же праймером (self-dimer) – ΔG 3'-конца больше –
5 ккал/моль, ΔG внутреннего участка больше –
6 ккал/моль;

8) способность формировать димеры с другим
праймером (hetero-dimer) – ΔG 3'-конца больше –
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5 ккал/моль, ΔG внутреннего участка больше –
6 ккал/моль.

Все пары праймеров были подобраны таким об-
разом, чтобы области отжига на кДНК располага-
лись на стыках экзонов [16].

Последовательности подобранных праймеров
приведены в табл. 1.

Анализ уровней транскрипции генов. Количе-
ственный анализ экспрессии генов рецепторов и
транспортера серотонина проводился в трех образ-
цах тканей моллюсков: глаза, центральных гангли-
ев и щупальцев. У P. canaliculata, использовали го-
ловные щупальца, расположенные рядом с глазны-
ми стебельками.

РНК выделяли с помощью реагента ExtractRNA
(Евроген) в соответствии с инструкцией произво-
дителя с дополнительной обработкой ДНКазой.
Для обработки использовали 10X ДНКазный буфер
и ДНКазу I (Thermo Fisher) с последующей инкуба-
цией при 30°C в течение 10 мин. Затем ДНКазу I
нейтрализовали 0.5 М ЭДТА и инкубировали при
75°C, а очищенную РНК использовали для обрат-
ной транскрипции. Концентрацию выделенной
общей РНК измеряли с помощью флуориметра
Qubit 2.0 (Invitrogen) и набора Qubit RNA BR Assay
Kit (Invitrogen).

Выделенная РНК использовалась для постанов-
ки реакции обратной транскрипции c использова-
нием смеси дезоксирибонуклеозидтрифосфатов
(“Смесь dNTP (10 мМ)”) в эквимолярных концен-
трациях, Oligo(dT) 15мМ праймера и набора реаген-
тов “Обратная транскриптаза MMLV” (все Евроген)
в соответствии с протоколом, рекомендованным
производителем. Обратную транскрипцию проводи-
ли с использованием термоциклера для амплифи-
кации нуклеиновых кислот C1000 (Bio-Rad).
На проведение реакции обратной транскрипции
брали около 500 нг РНК каждого образца. В каче-
стве контрольных реакций были выбраны следую-
щие растворы:

1) отрицательный контроль (вместо РНК – вода),
2) контроль без обратной транскриптазы MMLV

(нужен для определения загрязнения геномной
ДНК),

3) контроль без праймеров.
Уровни транскрипции генов рецепторов и

транспортера серотонина определяли методом ко-
личественной ПЦР. В качестве референсного гена
был выбран ген глицеральдегид-3-фосфат дегидро-
геназы (Gapdh), так как он является одним из наи-
более стабильно экспрессирующихся генов мол-
люсков [17]. Для количественной ПЦР использова-
ли следующий набор реагентов: 5X qPCRmix-HS
(Евроген), 50Х SYBR Green I для ПЦР-РВ (Евро-
ген), праймеры для каждого гена (синтезированы в
“Евроген”, последовательности приведены в

табл. 1). Таким образом, реакционная смесь содер-
жала:

1) 1X qPCRmix-HS;
2) праймер (0.3 мМ, смесь R и F);
3) 1Х SYBRGreenI;
4) кДНК, синтезированная на матрице выде-

ленной РНК;
5) mQH2O.
Суммарный объем смеси составлял 20 мкл.
Амплификацию проводили с помощью термо-

циклера CFX96 Thermal cycler (Bio-Rad) при следу-
ющих условиях: первичная денатурация при 95°С в
течение 5 мин, затем 50 циклов: денатурация при
95°С в течение 20 с, отжиг праймеров при 57°С и
64°С в зависимости от амплифицируемой мишени
в течение 30 с и элонгация цепи при 72°С в течение
20 с. Все исследуемые и контрольные образцы ам-
плифицировали в десятикратной повторности.

ОУТ выбранных генов рассчитывали с помо-
щью метода 2–ΔΔСt [18].

Статистический анализ ОУТ генов рецепторов
и транспортера серотонина осуществляли с помо-
щью программного обеспечения GraphPad Prism 9.
Обработку данных выполняли однофакторным
дисперсионным анализом ANOVA с последующим
post hoc тестом с помощью критерия Tьюки. Разли-
чия между группами считались статистически зна-
чимыми при p < 0.05. На графиках результаты
представлены как среднее ± SD.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Иммуногистохимический анализ показал присут-

ствие у исследованных моллюсков 5-НТ-ергиче-
ских волокон как вблизи глаза, так и на удалении
от него (рис. 1 и 2). Плотность сети волокон, оце-
ниваемая как их число, заключенное в равных пло-
щадях, у L. stagnalis ниже, чем у P. canaliculata (рис. 3).
При этом у L. stagnalis плотность визуализируемых
структур вблизи сетчатки выше, чем в более уда-
ленных от нее областях тела. Распределение 5-НТ-
ергических волокон у P. canaliculata выглядит более
равномерным. Однако и у этого моллюска на сре-
зах, сделанных во фронтальной плоскости, видно
четко обособленное кольцо волокон, окружающих
глазной бокал и проникающих к базальных отде-
лам клеток сетчатки (рис. 2). Похожая концентра-
ция волокон также выявляется на фронтальных
срезах глаза прудовика, особенно в проксимальной
части, начиная с вершины гребня, разделяющего
два углубления в структуре сетчатки (рис. 1с и d) до
основания глазного бокала (рис. 1e и f). У L. stagna-
lis окончания, содержащие 5-НТ волокна, в основ-
ном сосредоточены в базальных областях сетчатки
(рис. 4а). Тем не менее небольшое их количество
можно обнаружить также среди тел, составляющих
сетчатку клеток (рис. 4b). По сравнению с прудови-
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Таблица 1. Последовательности праймеров, использованные для анализа уровней транскрипции генов рецепторов
и транспортера серотонина Lymnaea stagnalis и Pomacea canaliculata

Ген NCBI Accession # Последовательность 
праймеров (5’-3’)

Длина 
ампликона, п.н.

Температура
отжига, °C

Lymnaea stagnalis

glyceraldehyde 3-phos-
phate dehydrogenase

MH687363.1 Forward– AGGCGC-
GTCCTATGAGGATA
Reverse– GCCTTGG-
CATCGAAGATGGA

144 64

serotonin receptor L06803.1 Forward– TGGCTA-
CATTCTGACCTG-
GGA
Reverse– 
CCATTTTCCGTAAA-
CAAACGGCTTC

148 64

serotonin receptor 5-
HT2

U50080.1 Forward– ACACCTG-
GAGTATTCTCATC
Reverse– GAAG-
TAGTTGGTCAC-
GTTCT

116 64

Pomacea canaliculata

glyceraldehyde-3-phos-
phatedehydrogenase-like

XM_025226530.1 Forward– CAACCT-
CAAAACCGATGCCA
Reverse– GACAAAG-
CGATTAGTCAGT-
GGA

184 57

5-hydroxytryptamine 
receptor 1-like

XM_025238755.1 Forward– ATCTTTG-
GCTGGAAGAGCCC
Reverse– TTGGC-
GATCTTGGAGGA-
CAC

158 57

5-hydroxytryptamine 
receptor 4-like

XM_025238614.1 Forward– GCAAG-
CAGGCGTAC-
CAAATC
Reverse– AGCCCAT-
GATGATCCCCAAC

129 57

5-hydroxytryptamine 
receptor 2C-like

XM_025223758.1 Forward– AAC-
GAGTTCACAGG-
CAAGTGG
Reverse– TGC-
GCTTG-
GACTTGTTCTTG

166 57

sodium-dependent sero-
tonin transporter-like

XM_025237076.1 Forward– ATTCGCT-
GGCAACTTCTCCT
Reverse– GCAGT-
GATCCAAACAG-
CCTTG

104 57
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Рис. 1. Конфокальные изображения соответствующих друг другу сагиттальных (a и c) и фронтальных (b и d) срезов глаза
и периоптической области Lymnaea stagnalis, сделанные в режиме флуоресценции (a и b) и проходящем свете (c и d). Ви-
зуализация 5-НТ-иммунореактивности на сагиттальном (a) и фронтальном (b) срезах глаза. (c) и (d) – Изображения в
проходящем свете срезов, сделанные в уровнях, соответствующих конфокальным снимкам. Условные обозначения: C –
роговица; L – хрусталик; PL и RCB – пигментные слои тела клеток сетчатки; VRP и DRP – вентральное и дорзальное
углубление сетчатки. Калибровка – 50 мкм.
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Рис. 2. 5-НТ-иммунореактивные структуры, визуализированные на срезах глаза Pomacea canaliculata c удаленным (a) и со-
хранившимся (b) хрусталиком. Условные обозначения: EC – внутриглазная полость; L – хрусталик; VB – стекловидное
тело; ML и PL – микровиллярный и пигментный слои сетчатки. Калибровка – 50 мкм.
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ком у P. canaliculata 5-HT-ергические волокна про-
никают в слой тел клеток сетчатки заметно глубже
(рис. 2а и b).

Маркирование ДНК выявляет у L. stagnalis ря-
дом со слоем упорядоченных ядер клеток сетчатки
пространственно разбросанные ядра клеток окру-
жающих тканей (рис. 4). Однако нет оснований по-

лагать, что эти ядра принадлежат клеткам серото-
нинергического сплетения. Поэтому вопрос о ме-
стоположении тел клеток этого сплетения пока
остается открытым.

Расчет ОУТ двух генов рецепторов серотонина
L. stagnalis показал, что наименьший уровень тран-
скрипции наблюдается в глазах по сравнению с
центральными ганглиями и щупальцами (p < 0.05)
(рис. 5). При этом статистически значимых разли-
чий между уровнями транскрипции в ганглиях и
щупальцах нет.

Схожая картина по ОУТ генов рецепторов серо-
тонина была получена и для образцов тканей
P. canaliculata (рис. 6), в которых наиболее низкий
ОУТ генов рецепторов серотонина также выявили
в тканях глаза, а наибольший – в тканях щупальца.
Исключением стал ген 5-hydroxytryptamine receptor
4-like (рис. 6b), ОУТ которого были примерно оди-
наковы во всех трех проанализированных образцах
тканей. Противоположный результат был получен
для гена транспортера серотонина sodium-dependent
serotonin transporter-like (рис. 6d), более высокое
значение ОУТ которого было выявлено в образцах
тканей глаза сравнительно с ганглиями и щупаль-
цами (p < 0.05), тогда как уровни транскрипции в
последних двух образцах тканей были статистиче-
ски неразличимы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Серотонинергический механизм у животных

является одним из базовых в системе контроля и

Рис. 3. Средние значения числа иммунореактивных к
5-НТ волокон, визуализированных и подсчитанных в
пределах равных площадей выделенных на конфокаль-
ных микрофотографиях срезов глаз моллюсков в об-
ласти сетчатки и на удалении от нее. Число проана-
лизированных срезов: Lymnaea stagnalis – 20; Pomacea
canaliculata – 11. Все результаты представлены как
среднее ± SD. *** – p <0.001; **** – p < 0.0001.
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Рис. 4. 5-НТ-иммунореактивные структуры, визуализированные на срезах глаза и периоптической области Lymnaea stag-
nalis. (a) – Фотография среза, сделанного в плоскости, близкой к сагиттальной, и полученная соединением стека конфо-
кальных оптических сечений и изображения препарата в проходящем свете. Хрусталик и стекловидное тело отсутству-
ют. (b) – Тангенциальный срез, окрашенный на иммунореактивность антителом к 5-НТ (зеленый) и маркером ДНК
(красный). Условные обозначения: E – эпидермис; PS – периоптический синус; C – роговица; L – хрусталик; EC –
внутриглазная полость; ML и PL – микровиллярный и пигментный слои сетчатки; RCB и NL – тела и ядра клеток сет-
чатки соответственно. Калибровка – 50 мкм.
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регуляции физиологических процессов, включая
самые сложные из них. Он широко представлен в
организме животных различного уровня филогене-
тического развития [19]. У брюхоногих моллюсков

серотонин вовлечен в управление многими функци-
ями, начиная с регуляции мышечной активности [20]
до сложных форм поведения, включая ассоциатив-
ное научение, память и принятие решений [21]. Сво-

Рис. 5. Относительные уровни транскрипции генов рецепторов серотонина Lymnaea stagnalis, нормализованные на ре-
ференсный ген (Gapdh) и представленные в логарифмической шкале. Все результаты представлены как среднее ± SD.
** – p < 0.01; *** – p < 0.001.
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Рис. 6. Уровни транскрипции генов рецепторов и транспортера серотонина Pomacea canaliculata, нормализованные на
референсный ген (Gapdh) и представленные в логарифмической шкале. Все результаты представлены как среднее ± SD.
* – p < 0.05; ** – p < 0.01.
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ей работой мы продолжаем накопление свидетельств
участия серотонина в контроле фоторецепторных
процессов у брюхоногих моллюсков. В пользу
предположения о существовании такого механиз-
ма свидетельствуют описанные выше результаты.
В частности, у L. stagnalis наличие вокруг глазного
бокала пространственно организованного сплетения
волокон, содержащих 5-НТ, а также обнаружение в
тканях глаза транскриптов рецепторов серотонина
дополняют полученные ранее факты изменения
электроретинограммы в результате аппликации это-
го медиатора [22]. При этом наличие у P. canalicula-
ta в области глаза топографически выраженного
сплетения 5-НТ-иммунореактивных волокон хо-
рошо соответствует обнаружению там транскрип-
тов генов не только 5-HTR, но и транспортера се-
ротонина. Это позволяет предположить возмож-
ность модуляции серотонином электрических
процессов в сетчатке этого моллюска что, несо-
мненно, должно быть проверено в физиологиче-
ском эксперименте. Отметим, что разветвленная
сеть серотонинергических волокон простирается у
исследованных моллюсков за пределы глаза и вне
структурной связи с ним. Однако повышенная
плотность распределения и пространственная ори-
ентация 5-НТ-иммунореактивных волокон в обла-
сти сетчатки дают основания предполагать их спе-
цифическую роль в отношении глаза. Кроме того,
наличие в тканях глаз транскриптов генов рецепто-
ров 5-НТ свидетельствует о присутствии, скорее
всего в сетчатке, клеток-мишеней серотонинерги-
ческой иннервации. Наличие серотонинергиче-
ских нейронов в центральных ганглиях L. stagnalis
и высокое содержание в них 5-НТ [23] предпола-
гают наличие там механизмов его трансмембран-
ного транспорта, что должно стать предметом
дальнейшего анализа. Развитая периферическая
сеть серотонинергических волокон описана также
в коже различных отделов тела [24] и репродуктив-
ных органах L. stagnalis [25], что, вероятно, подчер-
кивает типичность такого механизма регуляции в
организме моллюска.

Результаты количественной оценки ОУТ генов
рецепторов 5-НТ прежде всего подтверждают рас-
пространенность серотонинергических механиз-
мов в организме моллюсков, в том числе и перифе-
рических его отделах, конкретно в глазах и щупаль-
цах этих животных. В первом приближении они
могут быть интерпретированы как показатель ко-
личества или плотности посадки молекулярных
мишеней. Однако они не дают пока оснований де-
лать выводы об их относительной эффективности
и функциональной важности 5-НТ в этих органах.
Располагая на данный момент только данными о
содержании серотонина в центральных ганглиях
L. stagnalis [23], мы не можем провести корреляцию
между этим показателем и ОУТ генов рецепторов.

Полученные результаты уместно рассматривать
в контексте функционального значения серото-

нина в глазах животных различного уровня эво-
люционного развития, хотя, несмотря на широ-
кую распространенность серотонинергических
механизмов в нервной системе животных [26], об
их участии в осуществлении зрительных функций
известно не так много [7]. Есть свидетельства, что
5-HT играет роль нейромодулятора в сетчатке по-
звоночных, амакриновые клетки которой синтези-
руют и выделяют 5-НТ, а биполярные, ганглиоз-
ные клетки и терминали фоторецепторов экспрес-
сируют несколько типов 5-HTR [7]. При этом
ганглиозные клетки сетчатки также содержат 5-HT
и, возможно, могут осуществлять свое влияние на
центральном уровне по серотонинергическому ме-
ханизму. 5-НТ обнаружен также в структурах рети-
нопетальной системы позвоночных и, таким обра-
зом, возможно, опосредует модулирующее влия-
ние мозга на функции сетчатки [27].

Среди беспозвоночных животных присутствие
серотонинергических волокон, а также функцио-
нальное влияние 5-НТ на сетчатку установлено у
моллюсков и членистоногих нескольких видов.
У ряда изученных животных этих таксонов физио-
логическая активность 5-НТ проявляется в моду-
лирующем влиянии на циркадианные ритмы и ге-
нерирующие их нейроны. Такое влияние оказыва-
ют серотонинергические клетки на световую
чувствительность фоторецепторов 6-го абдоми-
нального ганглия раков [28]. В ганглиозном слое
оптической доли мозга Procambarus clarkii волокна
с 5-НТ-подобной иммунореактивностью обнару-
живаются в непосредственной близости от аксонов
фоторецепторов. При этом показано, что антаго-
нисты 5-НТ способны блокировать ретракцию гра-
нул экранирующего пигмента в фоторецепторах в
ночное время. По-видимому, 5-НТ действует как
модулятор ночной фазы циркадного цикла свето-
вой чувствительности фоторецепторов сетчатки
рака [29]. Суточная периодичность наблюдается
и в уровне экспрессии 5-НТ-рецепторов в глаз-
ных стебельках рака [30]. В оптической доле моз-
га мухи Calliphora также присутствуют группы
5-HT-иммунореактивных нейронов, которые по-
лучают входы от аксонов фоторецепторов. Веро-
ятно, что эти нейроны управляют циркадианны-
ми ритмами световой чувствительности фоторе-
цепторов глаза, что было показано в опытах с
инъекцией серотонина и его антагонистов [31].

У головоногих моллюсков влияние серотонина
на глаз связано с регуляцией его световой чувстви-
тельности. Так, в сетчатке осьминога Octopus vul-
garis динамика миграции экранирующего пигмен-
та, перемещение которого является одним из меха-
низмов световой адаптации глаза, управляется, по
крайне мере частично, серотонином [32]. Имеются
данные о присутствии клеток и волокон с 5-НТ-
подобной иммунореактивностью в сетчатке, зри-
тельном нерве, а также зрительной доле осьминога
и даже его хрусталике [8].
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Однако наиболее детальные исследования роли
5-НТ в осуществлении зависящих от света цирка-
дианных процессов выполнены на брюхоногих
моллюсках. Так, у Hermissenda crassicornis серото-
нин изменяет реакции на свет фоторецептора В,
являющегося элементом нейронального механиз-
ма ассоциативного научения в виде образования
окуло-вестибулярного рефлекса [33–35]. У A. cali-
fornica [6, 9] центрифугальные влияния на цирка-
дианный пейсмекер глаза осуществляются при
участии 5-НТ-ергической иннервации. 5-НТ-им-
мунореактивность выявлена в сетчатке еще одного
морского брюхоногого моллюска Bulla gouldiana
[10], в составе глаза которого также находятся клет-
ки циркадианного пейсмекера.

Таким образом, присутствие серотонинергиче-
ских механизмов в структурах глаза является до-
вольно типичным явлением у животных различно-
го уровня филогенетического развития. В этом
смысле исследуемые пресноводные моллюски не
являются исключением. Заметим, однако, что
утверждать функциональную роль серотонина в
глазах можно пока только в отношении L. stagnalis
[22]. Что касается P. canaliculata, то такое утвержде-
ние носит характер предположения до получения
физиологических эффектов серотонина.

В настоящее время нет структурных свиде-
тельств присутствия в структуре глаз L. stagnalis и
P. canaliculata нейронов, которые могли бы выпол-
нять функции циркадианного пейсмекера [36, 37],
подобно тому как это происходит в глазах A. califor-
nica и B. gouldiana [38]. Поэтому более правдопо-
добным представляется предположение о механиз-
ме модуляции световой чувствительности фоторе-
цепторов или же регуляции миграции гранул
экранирующего пигмента. Достаточно плотная
сеть нервных волокон, окружающих глазной бо-
кал, может оказывать на многочисленные фоторе-
цепторные клетки сетчатки L. stagnalis и P. canalicu-
lata генерализованное влияние, приводя их свето-
вую чувствительность в соответствие с уровнем
освещения окружающей обстановки.

Другим остающимся пока нерешенным вопро-
сом остается идентификация тел клеток, образую-
щих ветвления 5-НТ-ергических волокон в пери-
оптической области глаза моллюсков. В этой рабо-
те мы не получили свидетельств колокализации
окрашивания ядер с визуализацией 5-НТ-иммуно-
реактивности у L. stagnalis. Также, очевидно, что 5-
НТ-иммунореактивные волокна не принадлежат
фоторецепторным клеткам сетчатки, аксоны кото-
рых формируют оптический нерв [11]. Кроме того,
ранее было показано, что центральные нейроны,
осуществляющие билатеральную иннервацию глаз
L. stagnalis, не являются серотонинергическими и,
следовательно, не могут быть источником 5-НТ-
ергических волокон выявляемого периокулярного
сплетения [39]. Это может означать, что тела кле-

ток, образующих указанные нервные сплетения у
L. stagnalis, вероятно, локализуются на периферии
вдали от ветвлений их отростков. У P. canaliculata
довольно плотная сеть 5-HT-ергических волокон
похожа на ветвления в сетчатке отростков нейро-
нов некоторых брюхоногих моллюсков [40]. Одна-
ко при этом мы также не обнаруживаем в ней тел 5-
НТ-ергических нейронов. В плане понимания воз-
можного функционального значения периокуляр-
ных сплетений серотонинергических волокон этот
вопрос имеет принципиальное значение и требует
дальнейшего изучения.
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SOME COMPONENTS OF THE SEROTONERGIC SYSTEM
IN THE EYES OF TWO SPECIES OF FRESHWATER MOLLUSCS

I. N. Dominovaa, A. A. Husenovaa, V. V. Kotovaa, M. V. Sidorovaa, and V. V. Zhukova,#

aImmanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia
#e-mail: valerzhukov@mail.ru

Labeling of 5-HT-immunoreactive structures was performed on eye slices of freshwater molluscs Lymnaea stag-
nalis and Pomacea canaliculata. In the periocular region of both species an increased density of 5-HTergic fibers
forming structurally distinct plexuses and partially penetrating into the retina was detected. Transcription of se-
rotonin receptor genes was detected in eye tissues: two types in L. stagnalis and three in P. canaliculata. Its relative
level is significantly upregulated compared with central ganglia of the nervous system and tentacles. Additionally
transcription of the 5HT transporter gene was recorded in P. canaliculata tissues.The obtained results are dis-
cussed in terms of a possible serotonergic mechanism of modulation of processes in the retina of gastropods.

Keywords: Lymnaea stagnalis, Pomacea canaliculata, retina, serotonin, immunoreactivity, gene transcrip-
tion, 5-HT receptors, serotonin transporter
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