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У медоносной пчелы исследованы моно-, ди- и триметилирование гистона H3K4 в нейронах грибовидных
тел – структур, ответственных за обучение и память насекомых. Показано, что через 1 ч после обучения
увеличивается число нейронов, содержащих модификации гистона Н3: H3K4me1, H3K4me2 и H3K4me3,
что, вероятно, связано с активацией транскрипции в этот период. Через 24 ч после обучения отличий от
контроля не наблюдали. Данное исследование вносит вклад в понимание эпигенетических механизмов
формирования памяти.
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Бурное развитие нейронаук в последние десяти-
летия способствовало значительному прогрессу в
понимании тонких механизмов работы мозга. У по-
звоночных и беспозвоночных (аплизия, виноград-
ная улитка, дрозофила, пчела, грызуны, человек)
продемонстрирована общность нейромедиаторных,
сигналинговых, биоэлектрических и молекулярных
(в том числе эпигенетических) механизмов, лежа-
щих в основе процессов обучения и памяти (Guan
et al., 2002).

Формирование памяти сопровождается двумя
волнами транскрипции. Сначала наблюдается тран-
скрипция генов раннего ответа, продукты которых в
дальнейшем активируют экспрессию генов позднего
ответа (кодирующие различные нейрональные бел-
ки) (Guan et al., 2002). Для дифференциальной регу-
ляции этих процессов необходимо участие белковых
комплексов, ремоделирующих хроматин путем хи-
мических модификаций ДНК и гистонов (метилиро-
вание ДНК, фосфорилирование, ацетилирование,
метилирование и др. гистонов) (Kim, Kaang, 2017).

Метилирование гистонов возможно по лизинам и
аргининам. Метилирование различных остатков ли-
зина (K) в гистоне H3 (H3K4, H3K9, H3K27, H3K36,
H3K79 и H4K20) может быть связано с инициацией
и элонгацией транскрипции генов или ее репресси-
ей. Гистон H3 может иметь три разных степени ме-
тилирования по лизину 4: моно, ди- и триметилиро-
вание. Монометилирование (H3K4me1) показано
для промоторов транскрипционно активных генов,

а также энхансеров. Диметилирование (H3K4me2) и
триметилирование (H3K4me3) связаны с промото-
рами транскрипционно активных генов, при этом
область H3K4me3 уже, чем H3K4me2, и расположе-
на вокруг сайта начала транскрипции (Collins et al.,
2019). Таким образом, метилирование гистона H3 по
лизину 4 (H3K4) ассоциировано с транскрипцион-
ной активностью хроматина.

Метилирование H3K4, вероятно, важно для под-
держания открытых состояний хроматина, а немети-
лированный H3K4 эффективно служит сигналом ме-
тилирования ДНК, который у промоторов и энхансе-
ров в основном связан с репрессией и ингибированием
транскрипционной активности (Collins et al., 2019).

Нарушения в метилировании гистона Н3 по ли-
зину 4 характерны для ряда нейропсихических пато-
логий, таких как синдром Видеманна-Штайнера,
синдром Клеефстры, синдром Кабуки, аутизм, при
некоторых типах умственной отсталости, афазиях,
шизофрении, тревожности и депрессии (Shen et al.,
2014).

Участие H3K4me3 в обучении и формировании
ассоциативной памяти было показано у мышей
(условно-рефлекторное замирание, Gupta et al.,
2010), виноградной улитки (пищевая аверзия, Грин-
кевич, 2012) и медоносной пчелы (условный рефлекс
вытягивания хоботка, Швецов и др., 2013). Участие
H3K4me1 H3K4me2 в обучении и памяти ранее не
исследовали.
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Целью данной работы было сравнительное иссле-
дование моно-, ди- и триметилирования гистона Н3
по лизину 4 в нейронах мозга при формировании па-
мяти у медоносной пчелы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Материал. Объектом исследований служили 10–

20 суточные рабочие медоносные пчелы краинской
расы Apis mellifera (ЦКП “Биоколлекция ИФ РАН”).
Пчел содержали в небольших ульях в комнатном поме-
щении в сетчатой камере при температуре 20–25°C.
Пчелы были обеспечены белковым, углеводным
кормом, водой. Очистительные облеты пчелы могли
совершать ежедневно.

Метод выработки пищевого условного рефлекса
вытягивания хоботка на обонятельный раздражитель
(Proboscis Extension Reflex, PER). Условный пищевой
рефлекс вытягивания хоботка на обонятельный раз-
дражитель вырабатывали путем трехкратного соче-
тания запахa гвоздики (условный стимул) с пище-
вым подкреплением (50%-ный раствор сахара): кап-
лю ароматизированного гвоздикой раствора
сахарозы приводили в соприкосновение с антенна-
ми, в ответ на вкусовую стимуляцию пчела вытяги-
вает хоботок и слизывает раствор сахарозы (Лопати-
на, Чеснокова, 1992; Menzel, 2012). Интервал между
сочетаниями составлял 6 мин. Проверяли сохране-
ние условного рефлекса в памяти, дистантно предъ-
являя запах гвоздики. Регистрировали число пчел,
ответивших на запах гвоздики вытягиванием хобот-
ка, через 1 и 24 ч после обучения.

За 3 ч до эксперимента пчел лишали пищи, изоли-
руя их от семьи для достижения стабильного безуслов-
но рефлекторного фона. Для выработки условного ре-
флекса пчел, обездвиженных с помощью холодового
наркоза, иммобилизовали в металлическом патроне.
Обучение начинали через 30 мин после холодового
наркоза. Далее проверяли спонтанную и пищевую
возбудимость пчел. Пчелы, демонстрирующие
спонтанную реакцию и, напротив, не ответившие
безусловно рефлекторной пищевой реакцией, в
дальнейших экспериментах не участвовали.

В эксперименте исследовали следующие группы
пчел: контрольная группа – необученные пчелы
(получали 50%-ный раствор сахарозы без сочетания
с запахом), экспериментальная группа – обученные
пчелы (трехкратное сочетание запаха гвоздики с рас-
твором сахарозы). В каждой группе в каждой серии
экспериментов число пчел было не менее 10.

После завершения поведенческого эксперимента
образцы мозга пчел обеих групп использовали для
иммуногистохимического окрашивания. Из экспе-
риментальной группы (с обучением) для дальней-
ших исследований брали только пчел, ответивших
условной реакцией.

Иммуногистохимическое окрашивание. У охла-
жденных на льду пчел извлекали мозг, фиксировали

в забуференном параформальдегиде (4% в PBS) 3 ч.
Обезвоживали в этаноле (в 40, 70, 96, 100%-ном по
30 мин). Переносили препарат в метилбензоат на
ночь при комнатной температуре. Инкубировали в
смеси метилбензоата и парафина (50 : 50) 1 ч при
6°С. Парафинизировали препарат (2 раза по 1 ч) при
65°С. Заливали в парафин (Биовитрум, Россия). Гото-
вили серийные парафиновые срезы толщиной 7 мкм.

Депарафинизацию срезов проводили в ксилоле
(2 раза по 15 мин) и в спиртах с убывающей концен-
трацией (100, 96, 70, 40% по 10 мин). Производили
демаскировку антигенов в течение 10 мин в 0.03 М
цитратном буфере (рН 6.0) в микроволновой печи
(450 Вт). Инкубировали препараты с 0.3%-ным рас-
твором перекиси водорода 30 мин. Промывали ди-
стиллированной водой. Производили блокировку
срезов в нормальной блокировочной сыворотке
(Vectastain ABC Quick kit, Vector, Великобритания) в
течение 1 ч при 25°С во влажной камере. Инкубиро-
вали срезы с тремя разными первичными антитела-
ми (к H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, Abcam, Вели-
кобритания), разведение 1 : 300, во влажной камере
в течение ночи при 4°С. Промывали буфером РВТ
(PBS + 0.1%-ный Triton). Инкубировали срезы с вто-
ричными биотинилированными антителами (Vecta-
stain ABC Quick kit, Vector, Великобритания) 1 ч при
37°С во влажной камере. Инкубировали срезы со
стрептавидин-биотиновым комплексом (набор Vec-
tastain ABC Quick kit, Vector, Великобритания) 1 ч
при 37°С во влажной камере. Окрашивали диамино-
бензидином (DAB, Vector, Великобритания). Обез-
воживали в спиртах (40, 70, 96% по 10 мин). Заклю-
чали препараты в монтировочную среду Витрогель
(Биовитрум, Россия).

Микроскопический анализ. Полученные постоян-
ные препараты анализировали с помощью установ-
ки, содержащей световой микроскоп Микромед 2
(Россия), цифровую CCD-камеру и компьютер.
Оценивали процент окрашенных нейронов в калик-
сах грибовидных тел.

Статистическая обработка. Для оценки достовер-
ности различий между исследуемыми характеристи-
ками экспериментальных групп использовали непа-
раметрический критерий Манна−Уитни для незави-
симых выборок. Статистические расчеты проводили
в программе Past3.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Грибовидные тела – парные образования в над-
глоточном ганглии головного мозга насекомых, со-
стоящие из 2 чашечек (каликсов) и ножки (педунку-
люса). Внутри каждой чашечки расположены интер-
нейроны (клетки Кеньона), чьи отростки и образуют
чашечки и ножки. Грибовидные тела отвечают за
высшие интегративные функции у насекомых –
способность к ассоциативному обучению и памяти.
Основные синаптические контакты дендритов кле-
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ток Кеньона с терминалями аксонов, приходящих в
грибовидные тела из других областей ЦНС и участ-
вующих в образовании нейропиля, осуществляются
именно в области каликсов. Подробно морфофунк-
циональные корреляты обучения и памяти у насеко-
мых описаны в работах (Швецов, Зачепило, 2012;
Журавлев и др., 2015).

Для выявления моно-, ди и триметилированного
гистона Н3 в ядрах нейронов латеральных и меди-
альных каликсов грибовидных тел мозга медонос-
ной пчелы проводили 3 варианта иммуногистохими-
ческого окрашивания: с антителами к Н3К4me1,
Н3К4me2 и Н3К4me3 (рис. 1).

Монометилирование гистона Н3 по лизину 4. Про-
анализировав полученные данные, мы обнаружили,

что доля иммунопозитивных к Н3К4me1 нейронов в
чашечках грибовидных тел после выработки услов-
ного обонятельного пищевого рефлекса (“обучен-
ные”) через 1 ч была достоверно больше чем в кон-
трольной группе (“необученные”) (рис. 2). Через
24 ч после обучения доля иммунопозитивных ней-
ронов не отличалась от таковой у необученных пчел.

Диметилирование гистона Н3 по лизину 4. Доля
иммунопозитивных к Н3К4me2 нейронов в калик-
сах грибовидных тел после выработки у обученных
пчел через 1 ч достоверно превышала таковую у не-
обученных пчел (рис. 2). Через 24 ч после обучения
достоверных различий не наблюдали.

Триметилирование гистона Н3 по лизину 4. Про-
анализировав полученные данные по Н3К4me3 че-

Рис. 1. Каликсы мозга медоносной пчелы. Иммуногистохимическое выявление Н3К4me1, Н3К4me2 и Н3К4me3 на парафи-
новых срезax мозга обученных (1 ч после обучения) и необученных животных. Увел. об.: 5×. Масштабный отрезок – 20 мкм.

Необученные

Обученные

H3K4me1 H3K4me2 H3K4me3

Рис. 2. Доля (%) иммунопозитивных (к Н3К4me1, Н3К4me2 и Н3К4me3) нейронов в мозге обученных и необученных пчел
через 1 и 24 ч после обучения. * – различия достоверны, Р < 0.05.

Необученные Обученные

H3K4me1 H3K4me2 H3K4me3
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рез 1 ч после процедуры обучения, мы выявили до-
стоверное повышение доли иммунопозитивных
нейронов у обученных пчел, по сравнению с необу-
ченными (рис. 2). Через 24 ч после обучения доля
иммунопозитивных нейронов достоверно не отли-
чалась от таковой у необученных пчел.

ОБСУЖДЕНИЕ
Формирование долговременной памяти требует

дифференциальной активации генома и синтеза
белка. У медоносной пчелы первая волна тран-
скрипции начинается через 10–15 мин после обуче-
ния и длится около 1 ч. Вторая волна транскрипции
возникает через 3 ч и длится около 5 ч (Lefer et al.,
2012). В период первой волны транскрипции проис-
ходит активация многочисленных биохимических
каскадов, связанных с формированием долговре-
менной памяти (Menzel, 2012 и др.). Регуляция этого
этапа требует работы транскрипционных факторов и
ремоделирования хроматина. Показано, что у медо-
нoсной пчелы в этот период идут процессы ацетили-
рования гистонов и метилирования/деметилирова-
ния ДНК (Merschbaecher et al., 2012; Biergans et al.,
2017).

Первые факты, указывающие на участие метили-
рования H3 (H3K4me3 и H3K9me2) в формировании
памяти, были получены в работе Гупта с соавторами
в 2010 году (Gupta et al., 2010) на модели условного
рефлекса страха у мышей. Методом иммунопреци-
питации хроматина было показано увеличение уров-
ня триметилирования H3K4 и диметилирования
H3K9 на промоторах генов Zif268 и Bdnf через 1 ч по-
сле обучения с использованием модели условного
рефлекса страха. Через 24 ч этот эффект исчезал. Со-
гласно недавним исследованиям, проведенным на
крысах, повышение уровня H3K4me3 в поле CA1
гиппокампа происходит и при извлечении памяти.
При этом H3K4me3 располагается в виде широкого
домена в кодирующих областях генов раннего ответа
Fos и Npas4, а не у их промоторов (Webb et al., 2017).

Данные о процессах метилирования гистонов в
ЦНС беспозвоночных при обучении были получены
в 2012 г с помощью вестерн-блоттинга: наблюдали
глобальное повышение уровня H3K4me3 и H3K9me2
в модели пищевой аверзии у виноградной улитки
Helix в нейронах подглоточного комплекса ганглиев
(Гринкевич, 2012).

Результаты, полученные в нашей работе, свиде-
тельствуют, что в мозге пчелы в этот же период вре-
мени (1 ч после обучения, начальные этапы форми-
рования долговременной памяти) активно протека-
ют процессы моно-, ди- и триметилирования
гистона Н3 по лизину 4.

Изучение процессов метилирования гистона Н3
на медоносной пчеле были начаты нами с изучения
суммарного ди- и триметилирования H3K4 в мозге
(Зачепило и др., 2012). Далее было показано значи-

тельное увеличение числа иммунопозитивных (сум-
марное H3K4me2 + H3K4me3) нейронов грибовидных
тел через 1 и 24 ч после обучения (Швецов и др., 2013).

В настоящей работе моно-, ди- и триметилирова-
ние H3K4 исследованы раздельно, для изучения
вклада каждого варианта метилирования.

Результаты, полученные в данной работе, свиде-
тельствуют, что в мозге пчелы через 1 ч после обуче-
ния (начальные этапы формирования долговремен-
ной памяти) активно протекают процессы моно-,
ди- и триметилирования гистона Н3 по лизину 4.

Монометилирование H3K4 – это ключевой при-
знак хроматина энхансерных элементов. Энхансеры
часто регулируют тканеспецифическую экспрессию
генов и могут вступать в физический контакт с про-
моторами, которые они регулируют, укладывая
ДНК в петли. Важно отметить, что уровни H3K4me1
энхансеров коррелируют с паттернами экспрессии
генов, специфичными для определенного клеточно-
го типа (Collins et al., 2019). Возможно, увеличение
числа иммунопозитивных к Н3К4me1 нейронов
грибовидных тел пчелы связано с увеличением чис-
ла потенциально активных энхансеров вследствие
обучения.

Диметилировние H3K4 изучено в меньшей степе-
ни, чем H3K4me1 или H3K4me3. Эта модификация
важна для быстрой реактивации транскрипции
(D’Urso et al., 2017). В работах с дрожжевыми и чело-
веческими иммунными клетками показано, что
H3K4me2 сохраняется в промоторных областях ге-
нов после быстрой индукции транскрипции, даже
после того, как уровни H3K4me3 вернулись к исход-
ному уровню (Collins et al., 2019). Таким образом,
увеличение числа иммунопозитивных к Н3К4me2
нейронов грибовидных тел пчелы может говорить о
наличии пула генов, способных быстро повысить
(или восстановить) уровень транскрипционной ак-
тивности.

Триметилировние H3K4 участвует в ряде ядерных
процессов: транскрипции, сплайсинге, рекомбина-
ции и репарации ДНК (Collins et al., 2019). Присут-
ствие H3K4me3 показано в промоторах транскрип-
ционно активных генов и в целом совпадают с лока-
лизацией РНК-полимеразы II. Уровни H3K4me3
положительно коррелируют с уровнями экспрессии
генов (Santos-Rosa et al., 2002). Однако, есть данные,
согласно которым H3K4me3, возможно, не является
жизненно важным для основных транскрипцион-
ных программ (Hödl, Basler, 2012). У обученных
пчел, по сравнению с необученными контрольными
животными, более высокое число иммунопозитив-
ных H3K4me3 нейронов в чашечках грибовидных тел,
по-видимому, отражает глобальное повышение тран-
скрипционной активности в отдельных нейронах.

Наши результаты, таким образом, позволяют за-
ключить, что формирование долговременной памя-
ти у пчел сопровождается процессами моно-, ди- и
триметилирования гистона Н3 по лизину 4 и актива-
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цией транскрипционной активности хроматина
нейронов грибовидных тел. Усиление метилирова-
ния H3K4 в нейронах на начальных этапах форми-
ровании долговременной памяти является, по-види-
мому, общим феноменом для животных с разным
типом организации центральной нервной системы.
Полученные нами ранее данные о повышении сум-
марного ди- и триметилирования H3K4 через 24 ч
после обучения в последующих исследованиях не
подтвердились. В совокупности с данными литера-
туры, проведенные нами исследования, свидетель-
ствуют о сходстве эпигенетических механизмов обу-
чения и памяти у позвоночных и беспозвоночных
животных.
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HISTONE H3 LYSINE 4 METHYLATION IN THE NEURONS OF THE MUSHROOM 
BODIES OF THE HONEYBEE BRAIN IN MEMORY FORMATION

T. G. Zachepiloa, * and N. G. Lopatinaa

aPavlov Institute of Physiology RAS, St. Petersburg, 199034 Russia
*e-mail: polosataya2@mail.ru

In the honeybee, mono-, di-, and trimethylation of histone H3K4 were investigated in the neurons mushroom bod-
ies, the structures responsible for the training and memory of insects. A significant increase in all the studied meth-
ylation variants was shown 1 h after the training, which is probably due to transcription activation during this period.
24 h after training, no differences from control were observed. This study contributes to understanding the epigenetic
mechanisms of memory formation.

Keywords: histone methylation, H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, honeybee, learning and memory
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