
РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2020, том 106, 
№ 9, с. 1069–1084

ЭФФЕКТЫ ОСТРОГО СТРЕССА У МЫШЕЙ, РАЗЛИЧАЮЩИХСЯ
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬЮ 5-НТ1А-РЕЦЕПТОРОВ К ХРОНИЧЕСКОЙ

АКТИВАЦИИ С ПОМОЩЬЮ 8-OH-DPAT

© 2020 г.   Е. М. Кондаурова1, *, #, Е. В. Антонов1, #, Е. Ю. Баженова1,
Д. В. Базовкина1, В. С. Науменко1

1Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук
Новосибирск, Новосибирск, Россия

*E-mail: kond_em@bionet.nsc.ru

Поступила в редакцию 13.05.2020 г.
После доработки 25.06.2020 г.

Принята к публикации 05.07.2020 г.

Недавно были созданы рекомбинантные линии мышей B6.CBA-D13Mit76C (B6-M76C)
и B6.CBA-D13Mit76B (B6-M76B), различающихся чувствительностью 5-HT1A рецепто-
ра к хронической активации агонистом 8-OH-DPAT (8-гидрокси-2-(ди-н-про-
пиламино)тетралин). 5-HT1A рецептор является ключевым регулятором серото-
ниновой (5-НТ) системы мозга, которая участвует в регуляции реакции на
стресс. В данной работе было обнаружено, что острый эмоциональный стресс
(40-минутное обездвижение) увеличивает экспрессию гена c-fos, являющего
маркером реакции на стресс, в мозге мышей обеих линий. Вызванное стрессом
увеличение экспрессии c-fos в стриатуме, гипоталамусе и коре мышей B6-M76C
было более выраженным. Реакция на эмоциональный стресс привела к увеличе-
нию соотношения метаболита серотонина – 5-ГИУК (5-гидроксиинодолуксус-
ная кислота) к 5-HT в среднем мозге и гиппокампе у обеих линий. Выявлено повы-
шенное соотношение 5-ГИУК/5-HT в гипоталамусе B6-M76C и коре B6-M76B мы-
шей после стресса. При этом реакция на стресс привела к снижению уровня
норадреналина в гиппокампе и гипоталамусе у B6-M76C мышей. Уровни дофа-
мина, норадреналина, адреналина и соотношения дофамин/норадреналин в
надпочечниках возросли в ответ на стреcсирующее воздействие только у мышей
B6-M76C. Настоящее исследование показало, что у мышей линии B6-M76C
симпатоадреналовая система более чувствительна к действию острого стресса.
Реакция на стресс у B6-M76C мышей приводит к увеличению содержания но-
радреналина и адреналина в ткани надпочечника. Повышение отношения дофа-
мин/норадреналин в надпочечнике может свидетельствовать о более быстром
превращении промежуточных продуктов биосинтеза катехоламинов (дофамин) в
норадреналин и далее в адреналин вследствие ускорения биосинтетического
процесса в ответ на стресс у мышей B6-M76C. Кроме того, была показана повы-
шенная чувствительность нейронов гипоталамуса к действию стресса у живот-
ных линии B6-M76C. Таким образом, мыши B6-M76C представляют значитель-
ный интерес для изучения гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой системы
с гиперактивным ответом на стресс, и могут способствовать выявлению новых
биомаркеров заболеваний, связанных со стрессом.
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Стресс – совокупность всех неспецифических реакций организма [1], возника-
ющих в ответ на действие стрессора, которым является всякое достаточно сильное
(не обязательно экстремальное) воздействие – тепло, холод, болевые раздражения,
эмоциональное воздействие и другие. Психоэмоциональный стресс является од-
ним из основных факторов риска множества заболеваний. Центральная нервная
система и нейроэндокринные регуляторные контуры (симпатоадреналовая систе-
ма и гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковая система (ГГНС)) реализуют ре-
акцию организма на стресс. Симпатоадреналовая система обеспечивает быстрый
ответ организма на стрессирующие обстоятельства. В свою очередь, активация
ГГНС является одним из наиболее ярких проявлений реакции организма на про-
должительное воздействие стресса. Именно ГГНС отводится особая роль, так как
при длительном воздействии стрессорной ситуации относительно стойкий адаптив-
ный эффект может трансформироваться в повреждающий [2]. Влияние стресса на
ГГНС приводит к повышенной секреции глюкокортикоидов надпочечниками [3, 4].
Реакция на стресс со стороны симпатоадреналовой системы – повышение уровня
катехоламинов – дофамина (ДА), норадреналина (НА), адреналина (А). Стресс вы-
зывает высвобождение катехоламинов из надпочечников, симпатической нервной
системы и катехоламинергических нейронов в мозге [5, 6]. Реакция на стресс со-
провождается увеличением экспрессии гена быстрого ответа c-fos в нейронах го-
ловного мозга, который используется в качестве маркера нейрональной активно-
сти после воздействия стрессовых стимулов [7]. Известно, что стрессовая реакция,
а также связанное с ней поведение находятся под контролем нейротрансмиттеров
мозга. В связи с этим особое внимание привлекают классические нейромедиаторы –
норадреналин и серотонин (5-HT).

Норадренергическая система действует как система возбуждения и оповещения,
усиливая сенсомоторные функции и обостряя реакции на важные внешние раздра-
жители [8, 9]. Норадренергическая система находится во взаимодействии с ГГНС,
что определяет ее важную интегративную функцию в преодолении стресса и адап-
тации к нему [10, 11]. Неспособность надлежащим образом инициировать или ре-
гулировать реакцию на стресс была предложена в качестве критического фактора в
патофизиологии различных расстройств, связанных со стрессом [10, 12]. Наруше-
ния регуляции норадренергической нейротрансмиссии вовлечены в связанные со
стрессом психические заболевания, такие как депрессия, посттравматическое
стрессовое расстройство и другие тревожные расстройства [13–15].

Серотониновая система мозга принимает участие во многих формах поведения
[16], нейроэндокринной регуляции [17] и реакции на стресс [18–20]. Нейрохими-
ческие и электрофизиологические исследования показали, что нервная возбуди-
мость 5-НТ системы чувствительна к действию стресса. Последствиями такой чув-
ствительности могут являться однократная спайковая активность 5-НТ нейронов и
изменения активности рецепторов, локализованных на этих нейронах. Стресс так-
же оказывает влияние на синтез, внутриклеточный перенос, деградацию и обрат-
ный захват моноаминов, таким образом воздействуя на процессы нейротрансмис-
сии [21]. Острое воздействие стресса отражается на активности 5-HT системы моз-
га. 5-HT система играет важную роль в центральной регуляции нейроэндокринной
реакции на стресс. Серотонин, действующий через различные типы рецепторов,
является мощным активатором ГГНС. Так, хорошо известно прямое синаптиче-
ское взаимодействие серотонинергических аксонов с нейронами, вырабатываю-
щими кортикотропин-рилизинг-гормон, в гипоталамусе [22–24]. Среди многочис-
ленных подтипов 5-НТ рецепторов – 5-НТ1А рецептор, связанный с Gi белком, явля-
ется одним из наиболее изучаемых в связи с исследованиями основ болезней
настроения [21]. Эти рецепторы могут локализоваться как пост-, так и пресинапти-
чески. Активность 5-НТ нейронов дорсального ядра шва негативно регулируется
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этими рецепторами, которые локализуются в соматодендритных компартментах
(пресинаптические аутоингибирующие рецепторы) 5-НТ нейронов [25–27]. Пред-
полагается, что снижение активности 5-HT1A рецепторов является важным факто-
ром патогенеза тревожных и депрессивных расстройств [28, 29]. Линия мышей с на-
рушенной активностью 5-HT1A ауторецепторов (но не постсинаптических рецепто-
ров) продемонстрировали изменения в стрессовых реакциях, поведенческом
отчаянии и ответе на антидепрессанты, но без различий в тревожном поведении [30].

Предварительное введение антагониста 5-HT1A рецепторов перед воздействием
на крыс однократным стрессом уменьшало уровень кортикотропин-рилизинг-
гормона. 5-HT1A рецепторы также влияют на функционирование отрицательной
обратной связи в ГГНС, снижая уровни экспрессии гена и белка глюкокортикоид-
ного рецептора [31].

В одном из исследований [32] было показано, что крысы линии, выведенной пу-
тем отбора на отсутствие агрессии по отношению к человеку (ручные крысы) [33],
демонстрируют сниженную реакцию на стресс со стороны ГГНС в отличие от ли-
нии крыс, которых отбирали на усиление агрессии по отношению к человеку
(агрессивные крысы). При этом значительное снижение плотности 5-HT1A рецеп-
тора было показано в гипоталамусе, фронтальной коре и амигдале агрессивных
крыс по сравнению с ручными крысами. Эти изменения сопровождались значи-
тельным снижением экспрессии гена 5-HT1A рецептора в среднем мозге, где лока-
лизованы тела серотонинергических нейронов [34].

У мышей рекомбинантной линии B6-M76C (см. раздел методы исследований)
наблюдается сниженный катаболизм 5-HT в гиппокампе и повышенная экспрес-
сия гена 5-HT1A рецептора по сравнению с мышами B6-M76B [35].

Однократное введение агониста 5-HT1A рецептора 8-OH-DPAT приводило к до-
зозависимой гипотермии и снижению двигательной активности как у мышей ли-
нии B6-M76C, так и у мышей линии B6-M76B. Острая инфузия 8-OH-DPAT на
фоне умеренного хронического введения этого препарата снижала температуру те-
ла у мышей линии B6-M76B, но не у мышей B6-M76C. Иными словами, хрониче-
ские введение 8-OH-DPAT купирует гипотермический эффект однократного вве-
дения 8-OH-DPAT только у мышей линии B6-M76C [35]. Известно, что стимуля-
ция центральных постсинаптических 5-HT1A рецепторов увеличивает, в частности,
синтез оксида азота на периферии, что обуславливает расширение поверхностных со-
судов и, следовательно, повышение теплоотдачи [36]. Это дает основания полагать,
что хроническая активация постсинаптических 5-HT1A рецепторов у мышей линии
B6-M76C привела к их более эффективной десенсибилизации по сравнению с мы-
шами линии B6-M76B.

Хроническое введение 8-OH-DPAT вызывало значительное увеличение показате-
лей двигательной активности только у мышей B6-M76B. Мыши линии B6-M76C, в
свою очередь, не продемонстрировали изменений в показателях двигательной ак-
тивности в ответ на продолжительное введение 8-OH-DPAT. Поскольку пресинап-
тические 5-HT1A рецепторы важны для регуляции двигательной активности [37],
наши данные позволили предположить, что чувствительность пресинаптических
5-HT1A рецепторов снижена у мышей линии B6-M76C [35].

Кроме того, мыши линии B6-M76C характеризовались уменьшенным объемом
всего мозга и уменьшенными размерами стриатума, мозжечка и гипофиза по срав-
нению с мышами B6-M76B [38]. Известно, что изменения объема гипофиза связа-
ны с повышенной уязвимостью к психическим расстройствам [39]. Также мыши
линии B6-M76C показали пониженную экспрессию гена Bdnf (brain derived neuro-
tropic factor) в гипоталамусе и повышенную экспрессию гена Arc (аctivity-regulated
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cytoskeleton-associated protein) в стриатуме после действия стресса по сравнению с
контрольной группой [38]. Эти гены считаются генами раннего реагирования, иг-
рают важную роль в активности нервной системы и тесно связаны с поведенчески-
индуцированной пластичностью нейронов [40, 41]. Однако концентрация корти-
костерона в плазме крови достоверно не отличалась у мышей линий B6-M76B и
B6-M76C ни в покое, ни при стрессе [38].

Целью настоящего исследования было изучение реакции на эмоциональный
стресс у мышей линий B6-M76C и B6-M76B. Для этого необходимо было опреде-
лить ответ нейронов на стресс посредством оценки уровня экспрессии гена c-fos в
среднем мозге, гиппокампе, стриатуме, гипоталамусе и префронтальной коре го-
ловного мозга. Затем мы сравнили содержание НА, А и ДА в ткани надпочечников
в покое и при стрессе у мышей обеих линий. Было вычислено соотношение ДА/НА
с целью оценить активность фермента дофамин-бета-гидроксилазы (DβH) в моз-
говом веществе надпочечников у исследуемых линий. Было измерено содержание
НА, 5-НТ и 5-ГИУК, а также вычислен индекс катаболизма серотонина – отноше-
ние 5-ГИУК/5-HT в среднем мозге, гиппокампе, стриатуме, гипоталамусе и пре-
фронтальной коре у мышей данных линий.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Создание линий. На основе генома мышей линии C57BL/6 (B6) были созданы
новые рекомбинантные линии мышей: линия B6.CBA-D13Mit76C (B6-M76C)
была получена рекомбинантным переносом дистального фрагмента хромосомы
13 (102.73–110.56 Мпн) из генома склонной к каталепсии линии CBA в геном
линии B6. Данный фрагмент содержит ген, кодирующий 5-HT1A рецептор. Ли-
ния B6.CBA-D13Mit76B (B6-M76B) является контрольной и содержит в геноме
фрагмент хромосомы 13 (102.73–110.56 Мпн) от линии B6, устойчивой к ката-
лепсии [42–44]. Самцы, выведенные ранее в лаборатории нейрогеномики пове-
дения (Новосибирск, Россия), склонной к каталепсии рекомбинантной линии
AKR.CBA-D13Mit76С, содержащей фрагмент, полученный из CBA на геноме ли-
нии AKR [44], и самки инбредной линии B6 были скрещены для получения гибри-
дов первого поколения (F1). Последние использовались для создания рекомбинант-
ных линий, использованных в данной работе. Рекомбинантные линии B6-M76C и
B6-M76B были получены путем восьми последовательных обратных скрещиваний
гибридов F1 с линией B6. Перенос полученного от CBA линии фрагмента хромосо-
мы 13 в геном B6 контролировали с использованием трех полиморфных микроса-
теллитных маркеров D13Mit287 (102.73 Мпн), D13Mit76 (110.56 Мпн) и D13Mit78
(118.83 Мпн). Гетерозиготные бэккроссы восьмого поколения были скрещены
между собой для получения линий B6-M76C и B6-M76B, содержащих соответ-
ственно CBA- и B6 аллели маркеров D13Mit287 и D13Mit76, и AKR- и B6-аллели
маркеров D13Mit78 в геноме B6 соответственно [35].

Животные. Исследования проводили на взрослых (10–12 нед.) самцах мышей
линий B6-M76C и B6-M76B. Животных содержали в группах по 7–8 особей на
клетку размером 40 × 25 × 15 см в стандартных условиях (20–22°С, доступ к корму
и воде ad libitum, 12-часовой цикл свет/темнота). За два дня до экспериментов мы-
шей взвешивали (около 23 г) и рассаживали в отдельные клетки для устранения
группового эффекта.

В эксперименте мышей каждого генотипа разделяли на две группы (контроль и
стресс) (n = 6–10 на группу). Мыши экспериментальной группы подвергались эмо-
циональному стрессу (помещение в тубус для рестрикции) в течение 40 мин. Мы-
шей мгновенно декапитировали после воздействия стресса. Структуры головного
мозга (префронтальная кора, гиппокамп, стриатум, средний мозг и гипоталамус)
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были выделены для измерения влияния стресса и генотипа на экспрессию гена c-fos,
уровень моноаминов и норадреналина. Образцы надпочечников были выделены
для измерения уровня катехоламинов. Все выделенные структуры мозга и надпо-
чечники были немедленно заморожены в жидком азоте и затем перенесены в мо-
розильную камеру на –80°С, где хранились до проведения измерения уровня ка-
техоламинов (НА, А и ДА) в надпочечниках, 5-НТ, 5-ГИУК, НА и экспрессии
гена c-fos в мозге.

Все экспериментальные процедуры соответствовали Директиве National Institute of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publications No. 80023,
1996) для экспериментов на животных и были одобрены комиссией по биоэтике ФИЦ
ИЦиГ СО РАН.

Эмоциональный стресс. Для индукции эмоционального стресса мышей поме-
щали на 40 мин в небольшую цилиндрическую металлическую тубу (8.5 × 5 см) с
48-ю вентиляционными отверстиями диаметром 0.4 см. Ограничительное устрой-
ство позволяло мышам вытягивать лапы, но не двигаться внутри.

Выделение общей РНК. Общую РНК экстрагировали тризолом по протоколу
производителя (Bio Rad, США). Осадок РНК растворялся в воде, обработанной
диэтилпирокарбонатом с добавлением ДНК-азы по протоколу производителя
(RNase free DNase, Promega, США, 1000 о.е./мл). Оптическая плотность РНК была
измерена на спектрофотометре (Nanodrop, США). РНК разводилась водой до кон-
центрации 0.125 мкг/мкл и хранилась при –80°С. Присутствие примесей геномной
ДНК в препаратах РНК определяли в соответствии с протоколом, описанным ра-
нее [45, 46].

Реакция обратной транскрипции. Общая РНК (8 мкл, или 1 мкг) была смешана со
180 нг статистического праймера длиной 6 нуклеотидов (конечная концентрация
праймера составила 5 мкМ) и 2.25 мкМ стерильного 1М KCl в объеме 16 мкл, дена-
турирована при 94°C в течение 5 мин на амплификаторе БИС М-120 (БИС-Н, Рос-
сия), затем добавлялось 15 мкл смеси, содержащей обратную транскриптазу
MuMLV (Биосан, Россия) (2000 ед.), 0.5 М Tris-HCl (pH 8.3, 0.63 мкл), смесь три-
фосфатов 4мM (3.63 мкл), дитиотреитол 0.1 М (2.25 мкл), 0.1 М MnCl2 (0.3 мкл) и
8 мкл воды, обработанной диэтилпирокарбонатом. Полученная смесь (конечным
объемом 31 мкл) была инкубирована при 41°C в течение 60 мин. Синтезированная
кДНК хранилась при температуре –20°C [47].

Полимеразная цепная реакция в реальном времени (real-time PCR). Праймеры, ис-
пользуемые для амплификации кДНК исследуемых генов (табл. 1), разработаны на
основе последовательностей, опубликованных в базе данных EMBL Nucleotide da-
tabase, и синтезированы в компании Биосан (Новосибирск, Россия). 1 мкл кДНК
смешивали с 2.5 мкл ПЦР-буфера (содержит интеркалирующий краситель SYBR
green I и референсный краситель ROX), 2.5 мкл 2.5 мМ dNTP, 2.5 мкл 25 мМ MgCl2,
2.5 мкл смеси праймеров (прямого и обратного), 0.2 мкл Taq ДНК-полимеразы и
стерильной воды до конечного объема 20 мкл. При приготовлении реакционной

Таблица 1. Последовательности праймеров, температуры отжига и длина продукта ПЦР 
Table 1. The primer sequences, annealing temperatures and PCR-product length

Ген
(Gene)

Последовательность праймера
Gene Sequence

Температура отжига, °C
Annealing temperature, °C

Длина продукта, пн
Product length, bp

c-fos F5'-aaagagaaggaaaaactggag-3'
R5'-cggaaacaagaagtcatcaa-3' 58 264

rPol2 F5'-tgtgacaactccatacaatgc-3'
R5'-ctctcttagtgaatttgcgtact-3' 60 194
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смеси были использованы наборы реагентов Синтол (Москва, Россия). ПЦР была
проведена на амплификаторе LightCycler 480 System (Roche, Швейцария) в соот-
ветствии со следующим протоколом: 3 мин 94°C, 1 цикл; 10 с при 94°C, 30 с при со-
ответствующей температуре отжига (табл. 1), 30 с при 72°C, 40 циклов. Серия раз-
ведений геномной ДНК с концентрацией 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 нг/мкл
амплифицировалась одновременно в отдельных пробирках и использовалась как
внешний экзогенный стандарт для построения калибровочной кривой. Калибро-
вочная кривая в координатах Ct (значение порогового цикла) – logP (десятичный
логарифм количества стандарта ДНК) была построена автоматически программ-
ным обеспечением LightCycler 480 System. Экспрессия генов представлена как от-
ношение количества кДНК исследуемых генов к 100 копиям кДНК rPol2 (ген, ко-
дирующий ДНК-зависимую-РНК-полимеразу II), выполняющей функцию внут-
реннего стандарта [45–47].

Экстракция тканей. Структуры головного мозга и надпочечников гомогенизиро-
вали в гомогенизаторе Potter-Elvehjem в 200 мкл 0.6 М HClO4 (Sigma-Aldrich,
США), содержащего 200 нг/мл изопротеренола (Sigma-Aldrich, США) в качестве
внутреннего стандарта. Гомогенат центрифугировали при 12000 g в течение 15 мин
при 4°C для осаждения белка. Супернатанты разбавляли в два раза сверхчистой во-
дой и фильтровали с использованием центрифужной пробирки с 0.22 мкм ацетат-
целлюлозным фильтром (Spin-X®, США). Осадок хранили при –20°С до количе-
ственного определения белка по методу Брэдфорда [48]. Двадцать мкл отфильтро-
ванного супернатанта вводили в петлю системы высокоэффективной жидкостной
хроматографии (ВЭЖХ).

Протокол ВЭЖХ. Уровни НА, 5-HT, 5-ГИУК были проанализированы в струк-
турах головного мозга, уровни А, НА, ДА определялись в тканях надпочечников.
Анализ биогенных аминов был выполнен с использованием системы ВЭЖХ, содер-
жащей следующие компоненты: электрохимический детектор (750 мВ, DECADE
IITM; Antec, Нидерланды), проточный элемент из стеклоуглерода (ячейка VT-03,
3 мм GC sb; Antec, Нидерланды), системный контроллер CBM-20A, блок подачи
растворителя LC-20AD, автоматический пробоотборник SIL-20A и дегазатор
DGU-20A5R (Shimadzu Corporation, США). Хроматографическое разделение ве-
ществ осуществляли в изократическом режиме элюирования при скорости потока
0.6 мл/мин на колонке C18 (размер частиц 5 мкм, L × ID 75 × 4.6 мм, Luna, Pe-
nomenex, США), защищенной предколонкой C8 (Penomenex, США). Подвижная
фаза состояла из 90% буфера, содержащего 50 мМ дигидроортофосфата калия (Sig-
ma Aldrich, США), 1.4 мМ натриевой соли октансульфоновой кислоты (Chimmed,
Россия) и 0.05 мМ этилендиаминтетрауксусной кислоты (Sigma Aldrich, США)
рН 3.9, и 10% метанола (Chimmed, Россия). Температура колонки стабилизирова-
лась при 40°С. Количества (нг) веществ рассчитывали относительно известного
количества внутреннего стандарта. Содержание веществ выражали в нг исследуе-
мого вещества на мг общего белка, определенного по методу Бредфорда.

Статистический анализ. Все значения были представлены как среднее значение ±
± стандартная ошибка среднего (m ± SEM) и сравнивались двухфакторным анали-
зом ANOVA (факторы – генотип и стресс) (B6-M76B против B6-M76C) и (интактные
против стрессированных), затем следовал post-hoc анализ по Фишеру. Статистиче-
ская значимость была установлена на уровне р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия гена c-fos. Острый стресс привел к значительному увеличению экс-
прессии гена c-fos во всех исследованных структурах мозга (рис. 1). Мы обнаружи-
ли влияние взаимодействия генотип × стресс на экспрессию гена c-fos в среднем
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мозге (F1.26 = 4.73, p < 0.05, эффект стресса F1.26 = 216.41, p < 0.001). В гиппокампе
был выявлен только эффект стресса (F1.25 = 77.58, р < 0.001). В стриатуме наблюда-
лось влияние взаимодействия генотип × стресс (F1.23 = 4.27, р = 0.05) и влияние
стресса (F1.23 = 26.38, р < 0.001) на экспрессию гена c-fos. Реакция на острый стресс
привела к увеличению экспрессии гена c-fos в мозге мышей обеих линий по срав-
нению с соответствующими контрольными группами, однако у мышей B6-M76C
после воздействия стресса была обнаружена более высокая экспрессия гена c-fos по
сравнению с мышами B6-M76B (p < 0.05) (рис. 1). В гипоталамусе был найден эф-
фект взаимодействия генотип × стресс (F1.24 = 4.80, р < 0.05), стресса (F1.24 = 141.67,
р < 0.001) и генотипа (F1.24 = 9.15, р < 0.001). Мыши B6-M76C продемонстрировали
более высокую экспрессию гена c-fos по сравнению с мышами B6-M76B (p < 0.001)
после воздействия острого стресса (рис. 1). Не было обнаружено какого-либо эф-
фекта взаимодействия генотип × стресс (F1.26 = 2.83, р = 0.10) в префронтальной
коре, но было выявлено влияние стресса (F1.26 = 80.39, p < 0.001). Вызванное стрес-
сом увеличение экспрессии гена c-fos в префронтальной коре мышей B6-M76C бы-
ло выше по сравнению с мышами B6-M76B (p < 0.05) (рис. 1).

Уровни А, НА, ДА в надпочечниках. Острый стресс значительно повлиял на функ-
ционирование надпочечников. Уровни ДА (эффект взаимодействия генотип ×
× стресс F1.26 = 6.89, р < 0.05), НА (эффект генотипа F1.26 = 6.89, p < 0.05), А (эф-
фект генотипа F1.26 = 8.82, р < 0.01) в надпочечниках увеличились после стресса
только у мышей B6-M76C по сравнению с соответствующей контрольной группой.
Также было выявлено влияние стресса на соотношение ДА/НА (F1.26 = 7.51, p < 0.01),
косвенно отражающее активность дофамин-бета-гидроксилазы, превращающей ДА
в НА. Острый стресс привел к увеличению отношения ДА/НА у мышей B6-M76C,
но не у мышей B6-M76B (табл. 2).

Уровни НА, 5-HT, 5-ГИУК, соотношение 5-ГИУК/5-HT в структурах мозга. Ост-
рый стресс привел к значительным генотип-зависимым изменениям в уровнях мо-
ноаминов и их метаболитов в структурах мозга мышей. Реакция на воздействие
стресса сопровождалась более выраженным снижением уровня НА в гиппокампе
мышей B6-M76C по сравнению с мышами B6-M76B (эффект стресса F1.30 = 10.44,
р < 0.01). Также острый стресс привел к снижению НА в гипоталамусе (эффект вза-
имодействия генотип × стресс F1.30 = 5.54, p < 0.05). Следует отметить, что у мышей
B6-M76C обнаружили повышенный базальный уровень НА (р < 0.05) в гипоталамусе
по сравнению с мышами B6-M76B (рис. 2). Реакция на стресс вызвала повышение

Таблица 2. Уровни катехоламинов в ткани надпочечника
Table 2. The levels of catecholamines in the adrenal gland tissue)

Все значения представлены как среднее ± ошибка среднего. *** р < 0.001; **p < 0.01; * p < 0.05 по сравне-
нию с контрольными мышами без стресса той же линии, n ≥ 8 для каждой группы.
All values are presented as mean ± SEM. *** p < 0.001; **p < 0.01; * p < 0.05 compared to control not stressed
mice of the same line, n ≥ 8 for each group.

Нг/мг ткани
ng/mg of tissue

B6-M76B контроль
B6-M76B control

B6-M76B стресс
B6-M76B stress

B6-M76C контроль
B6-M76C control

B6-M76C стресс
B6-M76C stress

Норадреналин (НА)
Norepinephrine (NE) 754.62 ± 60.82 799.97 ± 33.33 881.29 ± 69.13 1140.69 ± 185.06*

Адреналин (А)
Epinephrine (E) 1224.22 ± 114.71 1124.95 ± 60.81 1140.98 ± 64.88 1981.53 ± 310.54*

Дофамин (ДА)
Dopamine (DA) 24.62 ± 1.57 29.83 ± 0.1.62 27.84 ± 1.99 54.34 ± 7.04***

ДА/НА
DA/NE 0.033 ± 0.003 0.038 ± 0.002 0.032 ± 0.003 0.051 ± 0.007**
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уровня 5-ГИУК у мышей обеих линий (эффект стресса F1.32 = 28.32, р < 0.001), но не
изменила уровень 5-HT в среднем мозге (рис. 3A, B). Также острая реакция на
стресс привела к достоверному увеличению отношения 5-ГИУК/5-HT у мышей
обеих линий (эффект стресса F1.32 = 85.45, p < 0.001, рис. 3C). Интересно отметить, что в
гиппокампе контрольных мышей линии B6-M76C соотношение 5-ГИУК/5-HT
было ниже по сравнению с таковым у контрольных мышей линии B6-M76B (р < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

О наличии связи между стрессом и множеством психических, нервных и сома-
тических заболеваний известно давно. Центральное место в процессе изучения ме-
ханизмов такой связи занимают исследования генетического контроля и регуля-
ции функций нейроэндокринных контуров, обеспечивающих реакцию организма
на стресс. Самыми значимыми системами в формировании ответа на стресс явля-
ются симпатоадреналовая система и ГГНС. Мы обратили пристальное внимание
на надпочечниковую железу, потому что она является эффекторным звеном для
обеих этих систем.

Активация симпатоадреналовой и ГГНС систем в ответ на стрессовые факторы
является важным этапом адаптации организма к изменяющейся среде. Быстрый
ответ на стресс в виде реакции типа “бороться или бежать” обеспечивает симпато-
адреналовая система [49]. Избыточная секреция катехоламинов в кровоток в ходе
такой реакции сама по себе является повреждающей для кровеносных сосудов, ор-
ганов, критически зависящих от кровоснабжения, в частности, головного мозга.

Рис. 1. Экспрессия гена c-fos в структурах мозга контрольных и стрессированных мышей линий
B6-M76C и B6-M76B. Экспрессия гена представлена в виде количества копий кДНК относительно
100 копий кДНК rPol2, n ≥ 8 для каждой группы. Все значения представлены как среднее ± ошибка
среднего. *** р < 0.001; * р < 0.05 по сравнению с контрольными мышами той же линии; ### р < 0,001;
# р < 0.05 по сравнению с мышами линии B6-M76B, подвергнутыми стрессу.
Fig 1. c-fos gene expression in the brain structures of control and stressed B6-M76C and B6-M76B mice. Gene
expression is presented as the number of cDNA copies with respect to 100 cDNA copies of rPol2 , n ≥ 8 for each
group. All values are presented as mean ± SEM. *** p < 0.001; * p < 0.05 compared to control not stressed mice of
the same line, ### p < 0.001; # p < 0.05 compared B6-M76B stressed mice.
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В то же время наличие сверхчувствительности катехоламинов к стрессу может рас-
цениваться в качестве предиктора ряда неврологических и психических заболева-
ний [50]. Гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковая система обеспечивает адап-
тацию организма к изменениям внешней и внутренней среды [51]. Глюкокортико-
иды – это один из конечных продуктов функционирования ГГНС, регулирующие
физиологические процессы и способствующие выживанию в экстремальных
(стрессирующих) условиях. В то же время избыточная реакция на стресс со сторо-
ны ГГНС зачастую провоцирует развитие различных заболеваний [52]. Активность
ГГНС инициируется дискретными сигналами секреторных нервных окончаний,
локализованных в средних парвоцеллюлярных и паравентрикулярных ядрах гипо-
таламуса [53]. Основными нейромедиаторами, принимающими участие в передаче
сигнала в гипоталамических ядрах, включенных в организацию стрессовой реак-
ции, являются ацетилхолин, ДА, НА и 5-НТ. Роль последнего как стимулятора
секреции кортикотропин-рилизинг-фактора, впервые была показана в работах
Науменко [54].

Итак, рассматривая реакцию на стресс, мы имеем дело с каскадом взаимосвя-
занных процессов, инициированных моноаминергическими нейронами мозга и
перерастающих в эндокринный ответ [5, 6].

Известно, что снижение уровня НА в гипоталамусе мышей является более по-
следовательным [55, 56], быстрым [57, 58] и более выраженным, чем в других обла-
стях мозга [59–61] после воздействия стресса. В нашем исследовании мы выявили
повышенный уровень НА в гипоталамусе и его значительное снижение после
острого стресса у мышей B6-M76C по сравнению с мышами B6-M76B. Таким об-
разом, повышенная восприимчивость к стрессу у мышей B6-M76C, наблюдаемая в

Рис. 2. Уровень НА в структурах мозга мышей контрольной и стрессированных мышей линий B6-M76C
и B6-M76B. Уровень НА представлен в нг/мг, n ≥ 8 для каждой группы. Все значения представлены как
среднее ± ошибка среднего. ** р < 0.01 по сравнению с контрольными мышами той же линии; # p < 0.05
по сравнению с мышами линии B6-M76B без стресса.
Fig 2. Level of NE in the brain structures of mice of control and stressed B6-M76C and B6-M76B mice. Level of
NE is presented in ng/mg, n ≥ 8 for each group. All values are presented as mean ± SEM. ** p < 0.01 compared to
control not stressed mice of the same line; # p < 0.05 compared to B6-M76B not stressed mice.
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наших предыдущих исследованиях [35, 38], может быть связана и с норадренерги-
ческой системой мозга. Возможно, реакция на стресс у мышей B6-M76C приводит
к усиленному нейроэндокринному ответу, что, в свою очередь, в дальнейшем мо-

Рис. 3. Уровень 5-HT (A), 5-ГИУК (B) и соотношение 5-ГИУК/5-HT (C) в структурах мозга контроль-
ных и стрессированных мышей B6-M76C и B6-M76B. Уровни 5-HT и 5-ГИУК представлены в нг/мг,
n ≥ 8 для каждой группы. Все значения представлены как среднее ± ошибка среднего. *** р < 0.001;
** р < 001; * р < 0.05 по сравнению с контрольными мышами той же линии; ### p < 0.001 по сравнению с
мышами линии B6-M76B без стресса.
Fig 3. Level of 5-HT (A), 5-HIAA (B), and ratio 5-HIAA/5-HT (C) in the brain structures of mice of control and
stressed B6-M76C and B6-M76B mice. Level of 5-HT and 5HIAA are presented in ng/mg, n ≥ 8 for each group.
All values are presented as mean ± SEM. *** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05 compared to control not stressed
mice of the same line; ### p < 0.001 compared to B6-M76B not stressed mice.
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жет значительно повышать риски возникновения нервно-психических рас-
стройств, связанных со стрессом [62].

Вызванное стрессом увеличение метаболизма 5-НТ в гипоталамусе было выяв-
лено только у мышей B6-M76C. Наши данные хорошо согласуются с предыдущи-
ми исследованиями, которые показали, что реакция на стресс увеличивает 5-НТ и
5-ГИУК в вентромедиальном и дорсомедиальном ядрах гипоталамуса [63, 64]. Из-
вестно, что оба ядра вовлечены в механизмы регуляции поведения [65, 66]. Следует
отметить, что интактные мыши B6-M76C отличаются от интактных мышей
B6-M76B повышенным уровнем 5-HT и сниженным соотношением 5-ГИУК/5-HT
в гипоталамусе. Кроме того, интактные мыши B6-M76C имеют более низкое соот-
ношение 5-ГИУК/5-HT в гиппокампе по сравнению с мышами B6-M76B. Реакция
на острый стресс привела к увеличению отношения 5-ГИУК/5-HT в гиппокампе и
среднем мозге у обеих линий, но у мышей B6-M76C произошли более существен-
ные изменения в метаболизме 5-HT. Ранее нами было предположено, что мыши
B6-M76C отличаются повышенной чувствительностью постсинаптических и пони-
женной чувствительностью пресинаптических 5-HT1A рецепторов по сравнению с
мышами линии B6-M76B [35]. 5-HT1A рецептор в ядрах шва действует как сомато-
дендритный ауторецептор, ингибируя активность нейронов и выход серотонина в
синаптическую щель [67, 68]. Также 5-HT1A рецепторы локализованы постсинап-
тически в амигдале, гиппокампе, гипоталамусе, перегородке и других структурах
мозга [67, 69]. 5-HT1A рецепторы играют важную роль в модулировании основных
эмоциональных процессов. Более того, множество данных свидетельствует о том,
что функция как пре- так и постсинаптических 5-HT1A рецепторов изменяется у па-
циентов с тревожностью и депрессией по сравнению со здоровыми людьми [28, 70].
Это указывает на то, что функционирование 5-HT1A рецепторов может служить
как некоторый фактор уязвимости для эмоциональной психопатологии [28, 70].
Гиппокамп и гипоталамус – это структуры, в которых постсинаптические 5-HT1A
рецепторы являются доминирующими рецепторами. Показано, что острая реакция
на стресс у крыс вызывает либо увеличение, либо уменьшение связывания антаго-
ниста [125I]-4-(2'-метоксифенил)-1-[2'-(н-2"-пиридинил)п-иодобензамидо]этил-
пиперазина и агониста [3H]-8-гидрокси-2-(ди-н-пропиламино)тетралина 5-HT1A
рецептора в гиппокампе и/или префронтальной коре в зависимости от стрессора и
субрегиона [71]. Можно предположить, что изменение чувствительности постси-
наптических 5-HT1A рецепторов привело к ослаблению метаболизма 5-HT и усиле-
нию реакции на острый стресс у мышей B6-M76C, наблюдаемые в гипоталамусе и
гиппокампе.

Мыши обеих линий показали повышение экспрессии гена c-fos во всех исследо-
ванных областях мозга после воздействия стресса по сравнению с соответствую-
щими контрольными группами. Однако у мышей B6-M76C, подвергавшихся
стрессу, наблюдалась повышенная экспрессия гена c-fos в префронтальной коре,
гипоталамусе и стриатуме по сравнению с мышами линии B6-M76B эксперимен-
тальной группы. Ген c-fos является геном раннего реагирования и играет важную
роль в регуляции нервной системы в ответ на стресс [7]. Индукция c-fos является
характеристикой острой активации во многих областях мозга [72]. Таким образом,
мыши B6-M76C более восприимчивы к острому стрессу, что согласуется с нашими
предыдущими результатами и нейроанатомическими данными, полученными на
этих животных [35, 38].

Хорошо известное увеличение высвобождения катехоламинов в ответ на стиму-
ляцию симпатических нервов происходит в результате активации симпатических
нейронов, которая в более общих реакциях связана с выделением адреналина [73].
Одним из основных стресс-индуцированных реакций адрено-медуллярной систе-



1080 КОНДАУРОВА и др.

мы является примерно трехкратное увеличение экспрессии тирозингидроксилазы
и удвоение концентрации дофамин-бета-гидроксилазы [74]. В настоящем исследо-
вании содержание ДА в надпочечниках мышей B6-M76C было в 2 раза выше, чем у
B6-M76B мышей в условиях стресса. Реакция на стресс увеличила отношение
ДА/НА, являющееся косвенным маркером активности DβH, у мышей B6-M76C,
но не у животных линии B6-M76B. Эти результаты, совместно с данными о вы-
званном стрессом увеличении уровней ДА, НА и А у мышей B6-M76C, позволяют
предположить повышенную экспрессию тирозингидроксилазы и DβH в надпочеч-
никах мышей линии B6-M76C.

Другим ответом на стресс является увеличение экспрессии гена, кодирующего
фермент PNMT (фенилэтаноламин-N-метилтрансфераза). Увеличение уровня
глюкокортикоидов и нервных импульсов из-за стресса стимулирует PNMT более
интенсивно преобразовывать НА в А [75]. Мы показали, что уровень А в надпочеч-
никах был значительно выше у B6-M76C, чем у мышей B6-M76B после воздей-
ствия стресса. Это может указывать на повышенную активность фермента PNMT у
мышей B6-M76C.

Учитывая все данные, полученные в этом исследовании, можно предположить
более высокую симпатическую иннервацию надпочечников у мышей B6-M76C по
сравнению с мышами линии B6-M76B, что отражается в их более высокой реак-
тивности на острый стресс.
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Acute Stress Effects on Mice Differeding by Sensivity of 5-HT1A-Receptor
to Chronic Activation with 8-OH-DPAT
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Novosibirsk, Russia
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Recently the B6.CBA-D13Mit76C (B6-M76C) and B6.CBA-D13Mit76B (B6-M76B)
recombinant mouse lines have been created, which differ in the sensitivity of the
5-HT1A-receptor to chronic activation by an 8-OH-DPAT (8-hydroxy-2- (di-n-pro-
pylamino) tetralin). 5-HT1A-receptor is the key regulator of the brain serotonin
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(5-HT) system that is implicated in the regulation of stress response. In this work, it
was found that acute emotional stress (immobilization of 40 min) increases the ex-
pression of the c-fos gene, which is a marker of the response to stress, in the brain of
both lines. The stress-induced increase c-fos expression in the striatum, hypothala-
mus, and cortex of B6-M76C mice was more pronounced. The reaction to emotional
stress led to an increase in the ratio of the serotonin metabolite - 5-HIAA (5-hydroxy-
inodolacetic acid) to 5-HT in the midbrain and hippocampus in both lines. An increased
5-HIAA/5-HT ratio was detected in the hypothalamus B6-M76C and cortex B6-M76B
of mice after stress. Moreover, the reaction to stress led to decrease in the level of norepi-
nephrine in the hippocampus and hypothalamus in B6-M76C mice. The levels of dopa-
mine, norepinephrine, epinephrine and the dopamine/norepinephrine ratio in the adre-
nal glands increased in response to the stress effect only in B6-M76C. The present study
showed that the sympathoadrenal system is more sensitive to acute stress in the
B6-M76C mice. Reaction to stress in B6-M76C mice leads to an increase in the
content of norepinephrine and epinephrine in adrenal tissue. An increase in the
adrenal dopamine/norepinephrine ratio may indicate a more rapid transition of
catecholamine biosynthesis intermediates (dopamine) to norepinephrine and further
epinephrine due to the acceleration of the biosynthetic process in response to stress in
B6-M76C mice. In addition, an increased sensitivity of the hypothalamic neurons to the
action of stress in B6-M76C was shown. Thus, B6-M76C mice are of significant interest
for the study of the hypothalamic-pituitary-adrenal system with an overactive response
to stress, and can contribute to the identification of new biomarkers for clinical studies

Keywords: Acute stress, 5-HT1A-receptor, mice, c-fos gene, 5-HT metabolism, adrenal
catecholamines
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