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Как орексиновые пептиды, генерируемые из препро-орексина в орексинергических нейронах лате-
рального гипоталамуса и гипоталамической перифорникальной области (PFA), так и серотонин, кото-
рый поступает в эти области гипоталамуса из окончаний серотонинергических нейронов ядер шва, иг-
рают важную роль в регуляции пищевого поведения и циркадных ритмов. Это указывает на тесные вза-
имосвязи между серотониновой и орексиновой системами в латеральном гипоталамусе/PFA, которые,
однако, остаются малоизученными. Цель нашего исследования состояла в иммуногистохимической
идентификации и количественной оценке серотониновых рецепторов 2С-подтипа (5-HT2C-СР) и
1B-подтипа (5-HT1B-СР) в орексинергических нейронах PFA гипоталамуса мыши и крысы. Для иден-
тификации орексинергических нейронов использовали иммуногистохимическую реакцию к орекси-
ну-А, а для оценки колокализации серотониновых рецепторов и орексина-А было проведено двойное
флуоресцентное иммуномечение. С помощью двойного иммуномечения была продемонстрирована
колокализация орексина-А и рецепторов 5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР в PFA гипоталамуса различных ви-
дов грызунов – мышей С57Bl/6J и крыс Wistar. Показано, что все орексинергические нейроны экспрес-
сировали оба типа исследуемых серотониновых рецептора. В то же время только 32–35% рецепторов
5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР были локализованы в орексинергических нейронах, а оставшаяся их часть
экспрессировалась в других типах PFA-нейронов. Таким образом, получены иммуногистохимические
доказательства регуляции серотонином функциональной активности орексинергических нейронов в
PFA гипоталамуса грызунов, и установлено, что эти эффекты серотонина могут реализовываться через
5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР.
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ВВЕДЕНИЕ
Серотонин (5-гидрокситриптамин, 5-НТ) в ла-

теральном гипоталамусе и перифорникальной об-
ласти (perifornical area, PFA) гипоталамуса играет
важную роль в регуляции аппетита и циркадных
ритмов. Ослабление серотонинергической переда-
чи сигнала в латеральном гипоталамусе и PFA
вследствие ожирения, развивающегося в период
полового созревания, в дальнейшем приводит к из-
менениям пищевого поведения и нарушениям ре-
гуляции сна и бодрствования [1]. Среди факторов,
которые экспрессируются в нейронах латерально-
го гипоталамуса и PFA, и подобно серотонину
участвуют в регуляции аппетита и циркадных рит-
мов, ключевая роль принадлежит пептидам орек-
синового семейства, образующихся вследствие

сайт-специфичного протеолиза из молекулы преп-
ро-орексина [2, 3]. Доминирующей и наиболее
функционально важной формой среди орексино-
вых пептидов является орексин-А, который специ-
фично связывается с обоими типами орексиновых
рецепторов OX1R и OX2R, вызывает их активацию
и тем самым осуществляет контроль систем под-
крепления и вознаграждения и регулирует перифе-
рический глюкозный и энергетический обмен [4, 5].

Имеются основания считать, что между серото-
ниновой и орексиновой системами в латеральном
гипоталамусе и PFA имеются тесные взаимосвя-
зи, которые включают регуляторное влияние се-
ротонина на функциональную активность орек-
синергических нейронов и на продукцию ими
орексиновых пептидов [6, 7]. Сравнительно не-
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давно с помощью иммуногистохимического под-
хода были выявлены контакты между проекциями
серотонинергических нейронов ядра шва и орек-
синергическими нейронами латерального гипота-
ламуса и показано, что серотонин влияет на функ-
циональную активность орексинергических ней-
ронов [8]. Результаты электрофизиологических
экспериментов демонстрируют способность серо-
тонина подавлять активность орексинергических
нейронов через активацию метаботропных серото-
ниновых рецепторов 1А-подтипа (5-HT1A-СР),
функционально сопряженных с Gi/o-белками, в ла-
теральном гипоталамусе [9, 10]. С помощью имму-
ногистохимических методов на поверхности орек-
синергических нейронов в латеральном гипотала-
мусе мыши были выявлены и охарактеризованы
5-HT1A-СР и ионотропные 5-HT3A-СР, а также
идентифицированы 5-HT1B-СР и 5-HT2C-СР [11].
Однако локализация серотониновых рецепторов, в
том числе 5-HT1B-СР и 5-HT2C-СР, в орексинерги-
ческих нейронах в PFA гипоталамуса до настояще-
го времени не была изучена.

Цель нашего исследования состояла в иммуно-
гистохимической идентификации и количествен-
ной оценке нейронов PFA гипоталамуса мыши и
крысы, которые экспрессируют 5-HT2C-СР и
5-HT1B-СР. Выбор этих рецепторов обусловлен
тем, что, согласно данным литературы и нашим ре-
зультатам, Gq/11-сопряженный 5-HT2C-СР и Gi/o-
сопряженный 5-HT1B-СР играют ключевую роль в
реализации регуляторных эффектов серотонина на
пищевое поведение и цикл сон–бодрствование.
Нарушение функций этих рецепторов может при-
водить к гиперфагии, ожирению и метаболическо-
му синдрому [12–14]. Орексинергические нейроны
идентифицировали по положительной иммуноги-
стохимической реакции к орексину-А, основному
пептиду орексинового семейства, образуемому из
препро-орексина, экспрессируемого в этих нейро-
нах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В экспериментах использовали половозрелых

самцов мышей линии С57Bl/6J (масса 20–22 г, n = 4)
и самцов крыс линии Wistar (масса 200–220 г, n = 4).
После наркоза хлоралгидратом (400 мг/кг) живот-
ные были перфузированы транскардиально снача-
ла 0.1 М Na+-фосфатным буфером (pH 7.4) и затем
4%-ным раствором пара-формальдегида в 0.2 М
Na+-фосфатном буфере. Мозг фиксировали в тече-
ние ночи (4С) в том же растворе пара-формальде-
гида, промывали буфером и после криопротекции
в 30%-ном растворе сахарозы замораживали в изо-
пентане при –42С. С помощью криостата (“Leika
Microsystems”, Германия) из области гипоталамуса
получали чередующиеся серии фронтальных сре-
зов (16 мкм), каждый десятый срез монтировали на

стеклах Superfrost/Plus, высушивали при комнат-
ной температуре и хранили при –20С. Для иссле-
дования отбирали стекла со срезами, включающи-
ми PFA гипоталамуса, согласно атласу мозга крысы
и мыши [15, 16].

Двойное иммуномечение проводили в соответ-
ствии с ранее описанным протоколом [14]. После
демаскировки антигена кипячением в Na+-цитрат-
ном буфере (рН 6.0) срезы тщательно промывали в
0.02 М Na+-фосфатном буфере (рН 7.4) и блокиро-
вали в смеси сывороток козы (3%) и быка (2%),
растворенных в том же буфере, но содержащем
0.01% Triton X-100. Затем срезы инкубировали в те-
чение 48 ч (4C) с первичными антителами. Для
иммуногистохимической реакции использовали
смесь первичных антител мыши против орексина-
А (“R&D Systems”, США) в разведении 1:1000 с ан-
тителами кролика против 5-HT2C-СР (“Elabscience
Biotechnology Ltd.”, США) или против 5-HT1B-СР
(“USBiological”, США) в разведении 1:200. После
тщательной промывки срезы инкубировали в тече-
ние 1 ч в коктейле вторичных антител, конъюгиро-
ванных с различными флуоресцентными метками –
осла против мыши с Alexa-568 и козы против кро-
лика с Alexa-488 (“Invitrogen”, США) в разведении
1:1000. После промывки в Na+-фосфатном буфере
на срезы на 2 мин наносили ядерный краситель
DAPI (“Sigma”, США) в разведении 1:2000, после
чего срезы тщательно промывали и заключали под
покровное стекло с помощью среды мовиол (“Sig-
ma”, США) и хранили при 4C до ее полимериза-
ции. Специфичность реакции проверяли с помо-
щью негативного контроля (реакции без первич-
ных и без вторичных антител). Анализ срезов
проводили с помощью микроскопа DMI6000 и ла-
зерной сканирующей конфокальной установки
TCS SP5-II (“Leiсa Microsystems”, Германия). По-
следовательное сканирование проводили с помо-
щью иммерсионного объектива 63, лазеров с дли-
ной волны возбуждения 488 и 568 нм, также был
использован режим проходящего света, позволяю-
щий оценить локализацию рецепторов в клетке.
Изображения анализировали с помощью пакета про-
грамм “Leica LAS AF”. Срезы с DAPI анализировали
с помощью микроскопа Carl Zeiss Axio Imager A1 с
флуоресцентной установкой (HB-100). Серии сним-
ков стандартной площадью 137  102 мкм.получали с
помощью иммерсионного объектива 100. В PFA
гипоталамуса у каждого животного определяли об-
щее число 5-HT2C-СР- или 5-HT1B-СР-иммунопо-
зитивных нейронов, а также число орексин-А-им-
мунопозитивных клеток, колокализованых с 5-
HT2C-СР- или 5-HT1B-СР. Подсчитывали среднее
значение (в %) орексин-А-иммунопозитивных и
орексин-А-иммунонегативных клеток, колокали-
зованных с 5-HT2C-СР- или 5-HT1B-СР, от общего
числа клеток, экспрессирующих 5-HT2C-СР-
(100%) или 5-HT1B-СР (100%).



148

ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 56  № 2  2020

РОМАНОВА и др.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

С использованием иммуногистохимических ме-
тодов в PFA гипоталамуса самцов мышей линии
С57Bl/6J были выявлены тела и отростки нейро-
нов, иммунопозитивных по отношению к пептид-
ному нейрогормону орексину-А, основному мар-
керу орексинергических нейронов, и к серотони-
новым рецепторам 5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР,
которые широко представлены и в других гипота-
ламических структурах. С помощью техники двой-
ного иммуномечения было показано, что оба типа
исследуемых серотониновых рецепторов локализо-
ваны в телах орексин-А-иммунопозитивных имму-
нопозитивных нейронов (рис. 1). Это указывает на
то, что 5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР способны экспрес-
сироваться в орексинер-орексинергических ней-
ронах PFA гипоталамуса мыши и тем самым могут
опосредовать регуляторные эффекты серотонина
на их функциональную активность, в том числе на
синтез и секрецию ими препро-орексина, предше-
ственника пептидов орексинового семейства. На-
ми также установлено, что оба типа исследуемых
серотониновых рецепторов (анализ флуоресцент-
ных снимков с DAPI) локализованы не только в те-
лах орексин-А-иммунопозитивных, но и в телах
нейронов другой эргичности в PFA, в которых
орексин-А не экспрессируется (рис. 1, 2).

Проведенный нами количественный анализ по-
казал, что орексин-А-иммунопозитивные нейро-
ны составляют около 34% от общего числа 5-HT2C-

СР-иммунопозитивных нейронов и около 32% от
общего числа 5-HT1B-СР-иммунопозитивных ней-
ронов в PFA гипоталамуса мыши. Это указывает на
то, что только около одной трети 5-HT2C-СР и 5-
HT1B-СР колокализованы с орексином-А и, следо-
вательно, вовлечены в регуляцию активности
орексинергических нейронов. При этом оба типа
исследуемых серотониновых рецепторов экспрес-
сируются во всех нейронах, иммунопозитивных к
орексину-А (рис. 2). Это позволяет сделать следую-
щие заключения. Во-первых, в PFA гипоталамуса
мыши серотонин контролирует активность множе-
ства популяций нейронов, продуцирующих раз-
личные нейромедиаторы и нейрогормоны, что хо-
рошо согласуется с важной ролью серотонина в
обеспечении взаимодействия и интеграции нейро-
нальных сетей в латеральном гипоталамусе и PFA
[11, 17, 18]. Во-вторых, серотонин в PFA гипотала-
муса мыши является важнейшим регулятором ак-
тивности орексинергических нейронов, и эта его
функция обеспечивается присутствием его рецеп-
торов, в том числе 5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР во всех
идентифицированных нами с помощью иммуноги-
стохимических методов орексинергических нейро-
нах.

Присутствие 5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР указывает
на способность серотонина запускать в орексинер-
гических нейронах сразу несколько сигнальных
каскадов, которые могут влиять на экспрессию ге-
нов, ответственных за синтез и секрецию препро-

Рис. 1. Иммуногистохимическая реакция к орексину-А и серотониновым рецепторам 2С-подтипа и 1B-подтипа в пери-
форникальной области гипоталамуса мыши.
Микрофотографии демонстрируют иммуногистохимические реакции к 5-HT2C-СР (а), орексину-А (б, д), 5-HT1B-СР (г),
наложение орексина-А и 5-HT2C-СР (в) или 5-HT1B-СР (е). Сплошные стрелки указывают на 5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР,
локализованные в орексин-А-иммунопозитивных нейронах; прерывистые стрелки указывают на локализацию серотони-
новых рецепторов в нейронах другой эргичности. Масштаб 20 мкм.

(a) (б) (в)

(г) (д) (е)

Julia
Карандаш

Julia
Вставить текст
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орексина, а также модулировать секреторную ак-
тивность орексинергических нейронов. Так, свя-
зывание серотонина с 5-HT2C-СР приводит к акти-
вации q/11-субъединиц Gq/11-белков, вызывая сти-
муляцию внутриклеточных кальциевых путей и
чувствительных к диацилглицерину изоформ про-
теинкиназы С [19, 20]. В свою очередь при связыва-
нии серотонина с 5-HT1B-СР через посредство i/o-

субъединиц Gi/o-белков ингибируется активность
фермента аденилатциклазы, что ведет к снижению
внутриклеточного уровня цАМФ, а через посред-
ство -димеров, генерируемых при активации
Gi/o-белков, стимуляцируются различные типы по-
тенциал-зависимых кальциевых каналов [21, 22].
Наряду с G-белок-зависимыми путями, связыва-
ние серотонина с 5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР вызыва-

Рис. 2. Двойное иммуномечение орексина-А и серотониновых рецепторов 5-HT2C-подтипа (а) и 5-HT1B-подтипа (б) в пе-
рифорникальной области гипоталамуса мыши.
Сплошные стрелки указывают на серотониновые рецепторы, локализованные в орексин-А-иммунопозитивных нейро-
нах, прерывистые стрелки указывают на серотониновые рецепторы, расположенные в нейронах другой эргичности. Мас-
штаб 10 мкм.

(a) (б)

Рис. 3. Иммуногистохимическая реакция к орексину-А и серотониновым рецепторам 2С-подтипа и 1B-подтипа в пери-
форникальной области гипоталамуса крысы.
Микрофотографии демонстрируют иммуногистохимические реакции к 5-HT2C-СР (а), орексину-А (б, д), 5-HT1B-СР (г),
наложение орексина-А и 5-HT2C-СР (в) или 5-HT1B-СР (е). Сплошные стрелки указывают на 5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР,
локализованные в орексин-А-иммунопозитивных нейронах; прерывистые стрелки указывают на локализацию серотони-
новых рецепторов в нейронах другой эргичности. Масштаб 20 мкм.

(a) (б) (в)

(г) (д) (е)
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ет активацию -аррестиновых путей, ответствен-
ных за стимуляцию митогенактивируемых проте-
инкиназ и других внутриклеточных эффекторов
[23, 24]. Следует отметить, что до настоящего вре-
мени молекулярные механизмы, лежащие в основе
регуляции продукции и секреции орексиновых
пептидов в латеральном гипоталамусе и PFA, а так-
же факторы, ответственные за такую регуляцию,
несмотря на исследования в этом направлении,
остаются плохо изученными [2, 25–29].

На следующем этапе исследований с помощью
двойного иммуномечения было изучено распреде-
ление серотониновых рецепторов 5-HT2C-СР и 5-
HT1B-СР на орексин-А-иммунопозитивных нейро-
нах в PFA гипоталамуса самцов крыс линии Wistar.
Как и в случае мышей, было продемонстрировано,
что все орексин-А-иммунопозитивные нейроны PFA
проявляют положительную иммуногистохимиче-
скую реакцию к серотониновым рецепторам 5-
HT2C-СР и 5-HT1B-СР (рис. 3, 4). При этом показа-
но, что орексин-А-иммунопозитивные нейроны
составляют около 32% от общего числа 5-HT2C-СР-
иммунопозитивных нейронов и около 35% от об-
щего числа 5-HT1B-СР-иммунопозитивных нейро-
нов (рис. 3). Таким образом, как и у мышей, орек-
синергические нейроны PFA гипоталамуса крысы
экспрессируют 5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР, которые
являются мишенями для серотонина, секретируе-
мого окончаниями серотонинергических нейро-
нов. Проекции серотонинергических нейронов
приходят из областей среднего мозга, граничащих
с латеральным гипоталамусом и PFA. Полученные
данные свидетельствуют об универсальном харак-
тере колокализации 5-HT2C-СР и 5-HT1B-СР в
орексинергических нейронах PFA у различных ви-

дов грызунов. Необходимо подчеркнуть, что в от-
ношении крысы данные по иммуногистохимиче-
ской колокализации орексина-А и серотониновых
рецепторов отсутствуют не только для PFA, но и
для латерального гипоталамуса.

Таким образом, нами впервые с помощью двой-
ного иммуномечения показана колокализация
орексина-А и серотониновых рецепторов 5-HT2C-
СР и 5-HT1B-СР в PFA гипоталамуса различных ви-
дов грызунов – мышей и крыс, что указывает на тес-
ную функциональную взаимосвязь между функцио-
нальной активностью орексинергических нейронов
и серотониновой сигнальной системой в этой обла-
сти гипоталамуса и на возможные молекулярные
механизмы регуляторного влияния серотонина на
физиологические процессы, контролируемые через
посредство орексинергических нейронов.
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Localization of 5-HT2C and 5-HT1B Serotonin Receptors
in Orexinergic Neurons of the Hypothalamic Perifornical Area of Rodents
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Both the orexin peptides produced from prepro-orexin in orexinergic neurons of the lateral hypothalamus and
hypothalamic perifornical area (PFA) and serotonin coming to these hypothalamic areas from synaptic endings
of serotonergic neurons of the midbrain raphe nuclei play an important role in the regulation both of feeding be-
havior and circadian rhythms. This indicates a close relationship between the serotonin and orexin systems in the
lateral hypothalamus and PFA which, however, remain poorly studied. The aim of this study was to identify im-
munohistochemically and quantify the 2C-subtype (5-HT2CR) and the 1B-subtype (5-HT1BR) serotonin recep-
tors in orexinergic neurons of the hypothalamic PFA in mice and rats. An immunohistochemical reaction for
orexin-A was used to identify orexinergic neurons, and the double f luorescence immunolabeling was applied to
assess the colocalization of serotonin receptors and orexin-A. Using double immunolabeling, the colocalization
of orexin-A and 5-HT2CR and 5-HT1BR in the hypothalamic PFA of different rodent species, such as C57Bl/6J
mice and Wistar rats, was demonstrated. It was shown that all orexinergic neurons expressed both types of sero-
tonin receptors. At the same time, only 32–35% of 5-HT2CR and 5-HT1BR were localized in the orexinergic
neurons, while the remaining part of them was expressed in the other types of PFA neurons. Thus, the immuno-
histochemical evidence was obtained for the serotonin-mediated regulation of orexinergic neurons’ functional
activity in the rodent hypothalamic PFA, and it was established that these effects of serotonin can be realized
through 5-HT2CR and 5-HT1BR.

Keywords: orexin, perifornical area, lateral hypothalamus, serotonin, serotonin receptor


