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ИССЛЕДОВАНИЕ ПЛАСТИЧНОСТИ СЕРОТОНИНОВОЙ СИСТЕМЫ 
МОЗГА С ПОМОЩЬЮ РЕКОМБИНАНТНЫХ ЛИНИЙ МЫШЕЙ, 

НЕСУЩИХ 1473G-АЛЛЕЛЬ ГЕНА ТРИПТОФАНГИДРОКСИЛАЗЫ-2
И РАЗЛИЧАЮЩИХСЯ ДИСТАЛЬНЫМ ФРАГМЕНТОМ ХРОМОСОМЫ 13, 

СОДЕРЖАЩИМ ГЕН, КОДИРУЮЩИЙ 5-HT1A РЕЦЕПТОР
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Для исследования влияния дистального фрагмента (103.9–112.4 м.п.н.) хромосомы 13, содержащего
ген 5-HT1A рецептора каталептической линии СВА на серотониновую (5-HT) систему мозга у мышей,
несущих 1473G-аллель гена ключевого фермента биосинтеза 5-НТ в мозге – триптофангидроксилазы-2
(ТПГ-2), были созданы новые рекомбинантные линии мышей B6-1473GG.CBA-CD13Mit76С
(1473GG-76C) и B6-1473GG.CBA-D13Mit76В (1473GG-76B) на основе генома линии C57BL/6. Линии
1473GG-76C и 1473GG-76B несут фрагмент хромосомы 13, содержащий ген Htr1a от линии CBA и
линии C57BL/6 соответственно. Обе линии гомозиготны по 1473G-аллелю, понижающему актив-
ность ТПГ-2. В результате исследования обнаружено, что линия 1473GG-76C характеризуется по-
вышением уровней мРНК генов Htr1a, Htr2a и гена Maoа (моноаминооксидазы типа А – основного
фермента разрушения 5-НТ) в среднем мозге, гена Htr1a в коре, генов Htr1a и Htr2a в гиппокампе
по сравнению с 1473GG-76B. Кроме того, у линии 1473GG-76C повышена экспрессия генов, коди-
рующих ключевые регуляторы гена Htr1a – FREUD-1 и FREUD-2. Уровень мРНК гена Cc2d1а, ко-
дирующего FREUD-1, повышен в коре, а экспрессия гена Cc2d1b, кодирующего FREUD-2, изме-
нена в среднем мозге. Также у линии 1473GG-76C повышен уровень 5-НТ в среднем мозге, гипота-
ламусе и гиппокампе. В то же время в среднем мозге и коре этих мышей снижен уровень основного
метаболита серотонина – 5-ГИУК. Отношение 5-ГИУК/5-НТ, отражающее интенсивность мета-
болизма 5-НТ, у линии 1473GG-76C снижено во всех исследованных структурах. Таким образом, у
1473GG-76C мышей, гомозиготных по G-аллелю гена Tph2 и несущих ген Htr1a от линии СВА, об-
наружены существенные отличия в уровне мРНК ключевых генов 5-НТ системы и метаболизме 5-НТ в
мозге по сравнению с мышами линии 1473GG-76B, гомозиготных по G-аллелю гена Tph2 и несущих
ген Htr1a от линии С57BL/6.

Ключевые слова: полиморфизм C1473G, ген Tph2, ген Htr1a, рекомбинантные мыши, серотонин, трип-
тофангидроксилаза-2, 5-НТ1А рецептор
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ВВЕДЕНИЕ
Множество фактов убедительно указывает на

участие серотонина (5-HT) во многих перифери-
ческих и центральных физиологических функци-
ях. Такая полифункциональность 5-HT системы
основана на большом количестве различных ре-
цепторов, опосредующих действие серотонина.
5-НТ нейроны в мозге и других тканях использу-
ют только один путь синтеза серотонина, где по-

средством триптофангидроксилазы-2 (ТПГ-2) из
L-триптофана образуется 5-гидрокситриптофан,
из которого с помощью триптофандекарбоксила-
зы получается серотонин. При передаче сигнала
5-НТ секретируется в синаптическую щель, где
оказывает действие на различные 5-НТ рецепто-
ры. Серотониновый транспортер (5-HTT), струк-
тура которого является высоко гомологичной у
разных видов, в первую очередь ответственен за
прекращение действия 5-HT в мозге и многих
других тканях посредством обратного захвата вы-
свобожденного серотонина. Метаболическая дегра-
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дация серотонина в нейронах происходит, главным
образом, с помощью фермента моноаминоксида-
зы типа А (MAO A) [1].

Одним из основных факторов, определяющих
уровень серотонина в мозге, является активность
лимитирующего фермента его биосинтеза – ТПГ-2
[2]. На сегодняшний день известно по меньшей мере
девять миссенс-мутаций в гене Tph2 человека
(hTPH2), и было показано, что некоторые из них из-
меняют активность, растворимость или стабиль-
ность фермента. Имеются доказательства связи
между функциональными мутациями в гене hTPH2
и психическими заболеваниями: S41Y, P206S и би-
полярное аффективное расстройство, R441H и
униполярная депрессия и R303W и СДВГ [3]. В
2004 году в гене Tph2 мышей был обнаружен од-
нонуклеотидный полиморфизм, который опреде-
ляется заменой C на G в положении 1473 экзона 11.
Полиморфизм C1473G (rs33849125) приводит к
замещению пролина аргинином в молекуле TПГ-2
и играет значительную роль в скорости синтеза
серотонина в мозге, приводя к 50% снижению ак-
тивности TПГ-2 [4, 5]. Аллель G, связанный с низ-
кой активностью ТПГ-2, был перенесен из линии
CC57Br (G/G) в геном линии C57BL/6 (C/C), и бы-
ли созданы две рекомбинантные линии мышей
B6-1473G и B6-1473C с низкой и нормальной ак-
тивностью ТПГ-2 соответственно [6]. Однако, не
было обнаружено изменения экспрессии ключевых
генов серотониновой системы в мозге, кроме сни-
жения экспрессии гена Htr2a в гиппокампе у линии
B6-1473G по сравнению с линией B6-1473C. Также
не было найдено изменений в уровне серотонина
и его метаболита 5-ГИУК (5-гидроксииндолук-
сусная кислота) в среднем мозге, где располага-
ются тела серотониновых нейронов, у B6-1473G
по сравнению с линией B6-1473C [6–8].

За последние 30 лет были идентифицированы
семь отдельных семейств и клонированы 20 подти-
пов 5-НТ рецепторов [9]. 5-HT1A рецептор являет-
ся одним из самых изученных рецепторов серото-
нина. Это связано с несколькими факторами: этот
рецептор играет важную роль в нейрональном
развитии и пластичности, контроле различных
физиологических функций, а также в механизмах
депрессии, тревожности и разного рода психиче-
ских заболеваний [10, 11]. 5-НТ1А рецепторы широ-
ко представлены в центральной нервной системе, в
особенности в миндалевидном комплексе, гип-
покампе, перегородке и ядрах шва среднего мозга
[12, 13]. 5-НТ1А рецепторы в ядрах шва выступают
в роли соматодендритных ауторецепторов, ингиби-
руя активность серотониновой системы посред-
ством механизма отрицательной обратной связи
[10, 11]. 5-НТ1А рецепторы локализованы также и
постсинаптически. 5-НТ1А рецепторы, локализо-
ванные на мембране нейронов пре- и постсинапти-
чески, оказывают различное влияние на активность

нейронов мозга [11, 12]. Известно, что изменения
в экспрессии гена Htr1a, кодирующего 5-HT1A ре-
цептор, могут дифференциально влиять на пре- и
постсинаптические 5-HT1А рецепторы и, следо-
вательно, на функциональную активность 5-HT
системы мозга. Так в промоторе гена рецептора,
были обнаружены регуляторные сайты связыва-
ния селективных репрессоров фактора FREUD-1
и его гомолога FREUD-2, которые приводят к по-
давлению экспрессии гена рецептора в мозге [14–
17]. При сверхэкспрессии FREUD-1 обнаружено
подавление экспрессии гена 5-НТ1А рецептора, а
также снижение уровня самого белка 5-НТ1А рецеп-
тора. мРНК FREUD-1 обнаружена в ядрах шва
среднего мозга, гиппокампе, коре и гипоталамусе, и
показано, что белок FREUD-1 ко-локализован с
5-НТ1А рецептором [15]. Более того, имеется не-
сколько работ, указывающих на участие FREUD-1
в развитии психопатологий [18, 19]. FREUD-2 яв-
ляется гомологом FREUD-1 и связывается со
смежным сайтом FREUD-1, подавляя экспрес-
сию гена 5-НТ1А рецептора [16, 17]. В отличие от
FREUD-1, FREUD-2 слабо экспрессируется в яд-
рах шва, но при этом была обнаружена его высо-
кая экспрессия в префронтальной коре, где он
также ко-локализован с 5-HT1A рецепторами. На-
блюдается тенденция к снижению FREUD-2 в
префронтальной коре у больных депрессией [16].
Таким образом, транскрипционная регуляция ге-
на Htr1a и изменения его экспрессии могут играть
значительную роль в механизмах различного рода
психических заболеваний [20].

Недавно в лаборатории нейрогеномики пове-
дения ИЦиГ СО РАН были получены рекомби-
нантные линии B6.CBA-D13Mit76C (B6-М76С) и
B6.CBA-D13Mit76B (B6-М76B) на геноме ин-
бредной линии мышей C57BL/6, содержащие
фрагмент 102,73-110,56 м.п.н. хромосомы 13 с ге-
ном Htr1a, полученный из предрасположенной к
каталепсии линии CBA и устойчивой к каталепсии
линии C57BL/6, соответственно. Мыши этих ли-
ний характеризуются различной чувствительно-
стью пре- и постсинаптических 5-HT1A рецепто-
ров к хроническому введению агониста 8-OH-
DPAT [21]. При исследовании серотониновой си-
стемы мозга этих мышей было показано, что у ли-
нии B6-M76C снижен метаболизм 5-HT в гиппо-
кампе и это сопровождается повышенной экс-
прессией гена Htr1a по сравнению с мышами B6-
M76B. Кроме того, у мышей B6-M76C, обнаруже-
но снижение общего объема мозга, снижение раз-
мера стриатума, мозжечка и гипофиза [21, 22].

В то время как отдельные эффекты полимор-
физма C1473G на функционирование 5-НТ си-
стемы мозга изучены, его совместное с геном
Htr1a влияние на 5-НТ систему остается совер-
шенно неизвестным. Таким образом, целью дан-
ной работы является исследование влияния
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участка дистального фрагмента хромосомы 13,
содержащего ген Htr1a каталептической линии
CBA на фоне G-аллеля полиморфизма C1473G,
определяющим сниженную активность ключево-
го фермента синтеза 5-HT ТПГ-2, на состояние и
пластичность серотониновой системы мозга. Это
включает в себя исследование экспрессии генов
ключевых элементов синтеза, обратного захвата и
деградации серотонина, основных серотонино-
вых рецепторов (Htr1a и его селективные сайлен-
серы Cc2d1a и Cc2d1b, Htr2a и Htr7), а так же уровень
обмена серотонина и его метаболита 5-ГИУК в
мозге.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение линий

Новые рекомбинантные линии B6-
1473GG.CBA-D13Mit76С (1473GG-76C) и B6-
1473GG.CBA-D13Mit76В (1473GG-76B) были по-
лучены переносом фрагментов хромосомы 13, мар-
кированных полиморфными микросателлитными
маркерами: D13Mit211 (103.9 м.п.н.), D13Mit76
(110.56 м.п.н.) и D13Mit260 (112.4 м.п.н.) от ранее
полученной в лаборатории рекомбинантной линий
мышей B6.CBA-D13Mit76C и B6.CBA-D13Mit76B
[21] в геном другой рекомбинантной линии B6-
1473G [23], соответственно. Генотипирование
полиморфизма С1473G гена Tph2 проводилось в
соответствии с опубликованным протоколом [24]
с двумя позитивными контрольными праймера-
ми, дающими продукт ПЦР 523 п.н., и с аллель-
специфическими праймерами 1473C или 1473G,
дающими продукт ПЦР 307 п.н [23]. Для получе-
ния линий были взяты самцы линии B6-1473G, ко-
торых скрестили с самками B6.CBA-D13Mit76C и
B6.CBA-D13Mit76В соответственно. Полученных
гибридов F1 от (B6-1473GхB6.CBA-D13Mit76C)
(гетерозигот, несущих CBA- и С57BL/6-аллели
маркеров D13Mit76, D13Mit211 AKR- и С57BL/6-
аллели для маркера D13Mit260 и гетерозигот по
полиморфизму C1473G (С/G) скрещивали c друг
с другом. Для получения второй линии B6-
1473GG.CBA-D13Mit76В полученных гибридов
F1 от (B6-1473GхB6.CBA-D13Mit76В) (гомозигот
по аллелям С57BL/6 маркеров D13Mit211, D13Mit76,
D13Mit260 и гетерозигот по полиморфизму C1473G
(С/G) скрещивали c друг с другом. Далее для по-
лучения линии B6-1473GG.CBA-D13Mit76С от-
бирали гомозигот G/G и гомозигот несущих
СВА аллели по маркерам D13Mit211, D13Mit76, и
AKR аллели для D13Mit260. Для линии B6-
1473GG.CBA-D13Mit76В отбирали и гомозигот не-
сущих С57BL/6 -аллели по маркерам D13Mit211,
D13Mit76, D13Mit260, и гомозигот G/G. Линия B6-
1473GG.CBA-D13Mit76С гомозиготна по СВА-ал-
лелям D13Mit76 и D13Mit211 и по AKR-аллелям
D13Mit260 и также гомозиготна по G/G поли-
морфизму гена Tph2. Линия B6-1473GG.CBA-

D13Mit76В гомозиготна по С57BL/6 – аллелям
D13Mit76 и D13Mit211 и D13Mit260 и также гомо-
зиготна по G/G полиморфизму гена Tph2. Гено-
тип животного определяли по образцам ДНК, по-
лученной из ткани кончика хвоста, с помощью
ПЦР со специфичными для маркеров D13Mit76,
D13Mit211, D13Mit260 и C/G праймерами (табл. 1)
[22, 23, 25]. Продукты ПЦР разделяли с помощью
электрофореза в 2% агарозном геле и визуализи-
ровали с использованием окрашивания броми-
дом этидия.

Исследование уровня мРНК генов и уровень
моноаминов в мозге животных изучали на сам-
цах линии B6-1473GG.CBA-D13Mit76С и B6-
1473GG.CBA-D13Mit76В. Мыши после отсадки
от матерей в возрасте 1 мес. содержались в груп-
пах одного пола по 10 особей в клетках размером
40 × 25 × 12 см в стандартных условиях (20–22°C,
свободный доступ к еде и воде, 12-ч цикл свет/
темнота). В опытах использовали животных в
возрасте 2–3 мес., массой 25 ± 5 г. За 2 дня до вы-
ведения из эксперимента животных рассаживали
в индивидуальные клетки того же размера, чтобы
исключить влияние группового эффекта. После
чего мышей декапитировали, на льду выделяли
кору, гиппокамп, гипоталамус и область ядер шва
среднего мозга, замораживали структуры мозга в
жидком азоте и хранили при –80°С до процедуры
выделения общей РНК и моноаминов. Все струк-
туры мозга от двух линий выделяли в один день, в
первой половине дня (10:00–12:00 ч).

Высокоэффективная жидкостная хроматография

Экстракция. Структуры головного мозга мышей
гомогенизировали в гомогенизаторе Поттера-Эль-
вейма на ледяной бане в 200 мкл 0.6 М хлорной кис-
лоты, содержащей изопреналин (внутренний стан-
дарт) в концентрации 200 нг/мл. Для осаждения
белка гомогенат центрифугировали при 12000 g в
течение 15 мин при 4°C. Осадок хранили при –
20°C для дальнейшего количественного опреде-
ления белка согласно протоколу Брэдфорда. Су-
пернатант разводили ультрачистой водой в 2 раза
и фильтровали на мембране с диаметром пор 22 мкм.
Полученный экстракт использовали для хромато-
графического анализа.

Хроматографический анализ. Измерения про-
водили с помощью модульной системы хромато-
графического анализа (Shimadzu Corporation,
США), оснащенной градиентным насосом на че-
тыре растворителя (LC-20AD) с вакуумным дега-
затором (DGU-20A5R) и блоком для автоматизи-
рованного ввода пробы с петлей объемом 100 мкл
(SIL-20A).

Элюирование проводили в изократическом
режиме в течение 15 мин. Элюент состоял из 90%
50 мМ фосфатного буферного раствора при pH
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3.9 и 10% метанола в присутствии 0.3% натрий
1-октансульфоната. Скорость подачи элюента со-
ставляла 1 мл/мин. Разделение веществ проис-
ходило на аналитической колонке (Luna, Pe-
nomenex, США) С18 (длина × внутренний диаметр
100 × 4.6 мм) с размером частиц сорбента 5 мкм. Ко-
лонка была защищена предколонкой С8 (длина ×
× внутренний диаметр 12.5 × 4.6 мм, 5 мкм). Ко-
лонка была термостатирована при 40°С.

Биогенные амины детектировали на электро-
химическом детекторе DECADE II (стеклоугле-
родная проточная ячейка VT-03 длиной 3 мм)
(Antec, Нидерланды) при установленном потен-
циале +0.7 В относительно потенциала хлорсе-
ребряного электрода сравнения. Сигнал детекто-
ра снимался интегратором CBM-20A (Shimadzu
Corporation, США) и обрабатывался в программе
Labsolutions (Shimadzu). Предел количественного
определения – 20 пг в пробе при отношении сиг-
нал–шум 5 : 1.

ОТ-ПЦР в реальном времени

Экспрессию генов определяли с помощью ко-
личественного метода обратной транскрипции с
последующей полимеразной цепной реакцией
(ОТ-ПЦР), разработанного в нашей лаборатории
[26–28]. Использовали два типа стандартов:
внешний и внутренний. Внутренний стандарт
(мРНК rPol2) применяли для контроля обратной
транскрипции в качестве основы для расчета уровня
мРНК исследуемых генов. В предварительных опы-
тах не были выявлены различия в уровне мРНК
rPol2 в исследуемых структурах мозга. Внешним
стандартом служила ДНК мыши известной кон-
центрации, что позволило контролировать ПЦР
и определять число копий мРНК исследуемых ге-
нов rPol2 в образцах.

Выделение общей РНК

Общая РНК была выделена с помощью TRIzol-
Reagent (“Lifetechnologies”, США) в соответствии с
инструкцией производителя с последующей обра-

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров и их характеристики

Ген Нуклеотидная последовательность Тотж, °C Длина продукта ПЦР, п.н.

Htr1a
F 5'-ctgtgacctgtttatcgccctg-3'
R 5'-gtagtctatagggtcggtgattgc-3' 62 200

Htr2a
F 5'-agaagccaccttgtgtgtga-3'
R 5'-ttgctcattgctgatggact-3' 61 169

Htr7
F5'-ggctacacgatctactccaccg-3'
R5'-cgcacactcttccacctccttc-3' 65 198

Tph2
F 5'-cattcctcgcacaattccagtcg-3'
R 5'-cttgacatattcaactagacgctc-3' 61 239

Slc6а4
F 5'-cgctctactacctcatctcctcc-3'
R 5'-gtcctgggcgaagtagttgg-3’ 63 101

Maoa
F 5'-aatgaggatgttaaatgggtagatgttggt-3'
R 5'-cttgacatattcaactagacgctc-3' 61 138

Cc2d1a
F 5'-gcaaagccgggcaacatcatc-3'
R 5'-tagcagaggtgggtgtagtgg-3' 60 181

Cc2d1b
F 5'-acacgcaccaaagacctgataac-3'
R 5'-gtatccttgtcttcgcccacag-3' 64 114

rPol2
F 5'-tgtgacaactccatacaatgc-3'
R 5'-ctctcttagtgaatttgcgtact-3' 60 194

D13Mit76
F 5'-atgcacctgtctaaatgtgtgc-3'
R 5'-agagggactgtgggactgtg-3' 59 109

D13Mit211
F 5'-tttgcaaaagacaagacttattgc-3'
R 5'-aaaagacatccagttctcaatgg-3' 59 114

D13Mit260
F 5'-taaatttggatgcagacaatgg-3'
R 5'-ttaaaaatagaaatggctctgtgtg-3' 59 115
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боткой ферментом ДНКазой по протоколу произ-
водителя (Promega inc., США). РНК была разве-
дена водой до концентрации 0.125 мкг/мкл и хра-
нилась при –70°С. Присутствие примесей
геномной ДНК в препаратах РНК определяли в
соответствии с протоколом, описанным ранее
[27, 28].

Реакция обратной транскрипции
Общая РНК (8 мкл, или 1 мкг) была смешана

со 180 нг статистического праймера длиной 6 нук-
леотидов (конечная концентрация праймера со-
ставила 5 мкМ) и 2.25 мкМ стерильного KCl в
объеме 16 мкл, денатурирована при 94°C в тече-
ние 5 мин на амплификаторе “БИС” М-120
(БИС-Н, Россия), после чего был проведен отжиг
при 41°C в течение 15 мин, затем было добавлено
15 мкл смеси, содержащей обратную транскриптазу
M-MLV (200 ед.), Tris-HCl (pH 8.3, 0.225 мкмоль),
смесь dNTP (0.015 мкмоль каждого), DTT
(0.225 мкмоль) и MnCl2 (0.03 мкмоль). Получен-
ная смесь (конечным объемом 31 мкл) была инку-
бирована при 41°C в течение 60 мин. Синтезиро-
ванная кДНК хранилась при температуре –20°C.

Полимеразная цепная реакция
в реальном времени (real-time PCR)

Праймеры, используемые для амплификации
кДНК исследуемых генов (табл. 1), разработаны
на основе последовательностей, опубликованных
в базе данных EMBL Nucleotide database, и синте-
зированы 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 ко-
нечного объема 20 мкл. При приготовлении реак-
ционной смеси были использованы наборы реа-
гентов “Синтол” (Москва, Россия). ПЦР была
проведена на амплификаторе LightCycler 480 Sys-
tem (Roche, Swizerland) в соответствии со следую-
щим протоколом: 3 мин 94°C, 1 цикл; 10 с при
94°C, 30 с при соответствующей температуре отжи-
га (табл. 1), 30 с при 72°C, 40 циклов. Серия разве-
дений геномной ДНК с концентрацией 0.125,
0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 и 128 нг/мкл ампли-
фицировалась одновременно в отдельных про-
бирках и использовалась как внешний экзоген-
ный стандарт для построения калибровочной
кривой. Калибровочная кривая в координатах Ct
(значение порогового цикла) – lgP (десятичный
логарифм количества стандарта ДНК) была по-
строена автоматически программным обеспече-
нием LightCycler 480 System. Экспрессия генов
представлена как отношение количества кДНК ис-

следуемых генов к 100 копиям кДНК rPol2, выпол-
няющей функцию внутреннего стандарта.

Статистический анализ
Результаты были представлены как m ± SEM и

сравнены при помощи однофакторного дисперси-
онного анализа ANOVA в программе STATISTICA.
Статистическая значимость была на уровне р < 0.05.
Нормальности дисперсий проверялись с помо-
щью критериев Колмогорова–Смирнова и Ша-
пиро–Уилка, для всех дисперсий статистическая
значимость по обоим критериям была р > 0.05,
что свидетельствует о нормальности всех распре-
делений. Критерий Диксона использовался для
выявления и исключения крайних отклонений из
анализа, для относительных значений, крайние
параметры убирались из дисперсий обоих сопо-
ставляемых абсолютных величин.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Однофакторный дисперсионный анализ вы-

явил эффект генотипа между 1473GG-76C и
1473GG-76B на уровень экспрессии гена Htr1a, ко-
дирующего ключевой рецептор серотонина 5-HT1A.
Мы нашли его достоверное повышение (рис. 1) у
1473GG-76C в среднем мозге (F1,18 = 8.35, p < 0.001),
префронтальной коре (F1,17 = 12.54, p < 0.01) и
гиппокампе (F1,19 = 5.55, p < 0.05). В гипоталамусе
достоверных различий обнаружено не было (F1,19 <
< 1). Для транскрипционных факторов гена Htr1a
были получены следующие различия (рис. 2): до-
стоверное повышение уровня экспрессии мРНК
гена Cc2d1a в гиппокампе (F1,19 = 7.83, p < 0.05) и
мРНК гена Cc2d1b в среднем мозге (F1,19 = 5.75,
p < 0.05) у мышей  линии 1473GG-76C по сравне-
нию с мышами линии 1473GG-76B.

Для уровня мРНК гена Htr2a, кодирующего
рецептор 5-HT2A был обнаружен эффект геноти-
па (рис. 3). Экспрессия этого гена была повышена
у мышей 1473GG-76C в среднем мозге (F1,18 =
4.81, p < 0.05) и гиппокампе (F1,18 = 4.81, p < 0.05),
но не для префронтальной коры (F1,18 < 1) и гипо-
таламусе (F1,15 < 1).

Не было обнаружено эффекта генотипа между
1473GG-76C и 1473GG-76B на уровень мРНК ге-
на Htr7, кодирующего рецептор серотонина 7 ти-
па во всех исследованных структурах (рис. 4):
средний мозг (F1,17 = 1.60, p > 0.05), префронтальная
кора (F1,19 = 3.55, p > 0.05), гиппокамп (F1,17 < 1) и ги-
поталамус (F1,17 < 1).

Для ключевых элементов серотониновой си-
стемы (рис. 5) в среднем мозге был найден эф-
фект генотипа только на экспрессию гена Maoa,
кодирующего фермент деградации серотонина
МАО А (F1,18 = 6.96, p < 0.05), которая оказалась
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выше у линии 1473GG-76C, в то время как уровни
экспрессии генов Slc6a4 и Tph2, кодирующих се-
ротониновый транспортер и ключевой фермент
синтеза серотонина, соответственно, не измени-
лись (F1,19 < 1).

Хроматографический анализ (рис. 6) (ВЭЖХ)
выявил достоверное повышение уровня серотонина
в среднем мозге (F1,19 = 5.21, p < 0.05), гиппокампе
(F1,20 = 6.08, p < 0.05) и гипоталамусе (F1,20 = 16.60,
p < 0.001), но не в префронтальной коре (F1,15 < 1)
у мышей линии 1473GG-76C. Уровень основного
метаболита серотонина 5-ГИУК (5-гидроксиин-
долуксусной кислоты) в среднем мозге и префрон-
тальной коре был достоверно снижен (F1,19 = 6.51,
p < 0.05 и F1,15 = 7.48, p < 0.05 соответственно) у
мышей линии 1473GG-76C. В гиппокампе и ги-

поталамусе уровень 5-ГИУК у этих мышей не из-
менился (F1,20 = 3.34, p > 0.05 и F1,20 = 2.42, p > 0.05
соответственно). Кроме того, у мышей линии
1473GG-76C было найдено достоверное сниже-
ние коэффициента метаболизма серотонина в
среднем мозге (F1,19 = 22.26, p < 0.001), префрон-
тальной коре (F1,15 = 8.67, p < 0.05), гиппокампе
(F1,20 = 15.07, p < 0.001) и гипоталамусе (F1,20 =
= 6.37, p < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ
Использование рекомбинантных линий, раз-

личающихся только небольшим фрагментом ге-
нома, является эффективным подходом изучения
пластичности и функции нейротрансмитерных

Рис. 1. Уровень мРНК гена Htr1a в структурах мозга мышей 1473GG-76C и 1473GG-76B. Экспрессия гена представле-
на как число копий кДНК соответствующего гена на 100 копий кДНК rPol2. * p < 0.05, ** p < < 0.01 по сравнению с
1473GG-76B. В каждой группе число образцов n ≥ 10.

1473GG-76B

Средний
мозг

Ур
ов

ен
ь 

м
РН

К
 г

ен
а 

H
tr

1
a

0

10

20

30

40

50

60

**

Фронтальная
кора

**

Гиппокамп

*

Гипоталамус

1473GG-76C

Рис. 2. Уровни мРНК генов а – Cc2d1a и б – Cc2d1b в структурах мозга мышей 1473GG-76C и 1473GG-76B. Экспрессия
гена представлена как число копий кДНК соответствующего гена на 100 копий кДНК rPol2. * p < 0.05 по сравнению с
1473GG-76B. В каждой группе число образцов n ≥ 10.
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Рис. 3. Уровень мРНК гена Htr2a в структурах мозга мышей 1473GG-76C и 1473GG-76B. Экспрессия гена представле-
на как число копий кДНК соответствующего гена на 100 копий кДНК rPol2. * p < 0.05, *** p < < 0.001 по сравнению с
1473GG-76B. В каждой группе число образцов n ≥ 10.
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Рис. 4. Уровень мРНК гена Htr7 в структурах мозга мышей 1473GG-76C и 1473GG-76B. Экспрессия гена представлена
как число копий кДНК соответствующего гена на 100 копий кДНК rPol2. В каждой группе число образцов n ≥ 10.
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Рис. 5. Уровни мРНК генов Slc6a4, Tph2 и Maoa в среднем мозге мышей 1473GG-76C и 1473GG-76B. Экспрессия гена
представлена как число копий кДНК соответствующего гена на 100 копий кДНК rPol2. * p < 0.05 по сравнению с
1473GG-76B. В каждой группе число образцов n ≥ 10.
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систем, регулирующих множество физиологиче-
ских функций, включая поведение [29]. В данной
работе исследования проводились на рекомбинант-
ных мышах линий B6-1473GG.CBA-D13Mit76С и
B6-1473GG.CBA-D13Mit76В, отличающихся от
мышей реципиентной линии С57BL/6-G/G ге-
нотипом полиморфизма C1473G гена Tph2 и ди-
стальным фрагментом (103,9-112,4 м.п.н.) хромо-
сомы 13, содержащим ген Htr1a каталептической
линии СВА (B6-1473GG.CBA-D13Mit76С) и ли-
нии C57BL/6 (B6-1473GG.CBA-D13Mit76В) со-
ответственно. В результате исследования у линии
1473GG-76C по сравнению с линией 1473GG-76В
было обнаружено повышение экспрессии гена
5-НТ1А рецептора – ключевого регулятора функ-
циональной активности 5-НТ системы мозга [11],
в коре и среднем мозге, где расположены тела се-
ротониновых нейронов, а также гиппокампе,
структуре, где наблюдается наивысший уровень
мРНК и наибольшая плотность 5-НТ1А рецепто-
ров [13]. Известно, что изменения в экспрессии
гена Htr1a могут дифференциально влиять на

пре- и постсинаптические 5-HT1А рецепторы и,
следовательно, на функциональную активность
5-HT системы мозга [11]. Принимая во внима-
ние данные о роли 5-НТ1А рецептора в контроле
функции 5-НТ системы мозга [11], транскрипци-
онные факторы гена Htr1a можно рассматривать
в качестве потенциальных регуляторов функци-
ональной активности 5-HT системы мозга. Ин-
тересно отметить, что наличие дистального
фрагмента (103.9–112.4 м.п.н.) хромосомы 13,
содержащего ген Htr1a каталептической линии
на фоне 1473G-аллеля гена Tph2, привело к по-
вышению уровня мРНК транскрипционных ре-
гуляторов экспрессии 5-НТ1А рецептора – гена
Cc2d1a в гиппокампе и гена Cc2d1b в среднем моз-
ге по сравнению с мышами линии 1473GG-76B.
Возможно, повышение экспрессии сайленсеров
5-НТ1А рецептора является компенсаторным от-
ветом на повышение экспрессии самого гена
Htr1a в новом генетическом окружении. Изменения
экспрессии регуляторов гена Htr1a может приво-
дить к развитию различных психических заболе-

Рис. 6. Уровни а – 5-HT, б – 5-ГИУК и в – соотношение 5-ГИУК/5-HT в структурах мозга мышей 1473GG-76C и
1473GG-76B. Уровень 5-HT и 5-ГИУК представлен в нг/мг. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 по сравнению с 1473GG-76B.
В каждой группе число образцов n ≥ 10.
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ваний [20], поскольку это вовлекает множество
изменений не только на уровне транскрипции са-
мого гена Htr1a, но и на уровне обмена серотони-
на в мозге.

При исследовании экспрессии Htr7 гена, не
было обнаружено разницы между линиями мы-
шей, хотя данный тип рецепторов играет важную
роль не только в функционировании самой серо-
тониновой системы, но и в регуляции 5-НТ1A ре-
цептора [10]. Полученные данные указывают на то,
что на уровне экспрессии рецепторы регулируют-
ся независимо друг от друга.

5-HT2A рецепторы привлекают особое внима-
ние из-за их тесной связи с 5-HT1A рецепторами в
механизме наследственности каталепсии. Так из-
вестно, что введение агонистов 5-HT2A и 5-НТ1А
рецепторов уменьшает у мышей и крыс выражен-
ность каталептического замирания, вызванного
введением нейролептиков [30–32]. Хроническая
и острая активация 5-HT2A рецепторов вызывает
у крыс и мышей значительное падение функцио-
нальной активности 5-HT1A рецепторов [33–37].
Кроме того, было показано функциональное вза-
имодействие между 5-HT2A и 5-HT1A рецептора-
ми в механизме подавления каталепсии у мышей.
Активация 5-HT2A рецептора вызывает актива-
цию пресинаптических и ингибирование пост-
синаптических 5-HT1A рецепторов [38]. Также
показано непосредственное белок-белковое вза-
имодействие 5-НТ2А и 5-НТ1А рецепторов [39].
Наличие дистального фрагмента (103.9–112.4 м.п.н.)
хромосомы 13, содержащего ген Htr1a каталепти-
ческой линии на фоне генотипа G/G гена Tph2

приводит к повышению мРНК гена Htr2а, коди-
рующего 5-НТ2А рецептор в среднем мозге и
гиппокампе у мышей линии 1473GG-76C по
сравнению с линией 1473GG-76В также несу-
щих генотип G/G гена Tph2, но ген Htr1a от ли-
нии С57BL/6. Известно, что дистальный фраг-
мент (103.9–112.4 м.п.н.) хромосомы 13 опреде-
ляет около 20% проявления каталепсии у мышей
[40–42] и каталептические линии характеризуют-
ся, с одной стороны, повышенной функциональ-
ной активностью 5-НТ1А рецептора и отсутствием
изменений экспрессии гена Htr1a в мозге, и, с
другой стороны, сниженной функциональной ак-
тивность 5-НТ2А рецептора, которая сопровожда-
ется снижением экспрессии гена Htr2a в коре [38,
43]. В нашем случае, возможно, повышение экс-
прессии мРНК гена Htr2а у линии 1473GG-76C
связано с повышением экспрессии в этих же
структурах мозга гена Htr1a, полученного от ката-
лептической линии СВА, и наличием одновремен-
но G-аллеля гена Tph2. У рекомбинантной линии

B6-1473G с участком хромосомы 13 от C57BL/6,
показано снижение экспрессии гена Htr2a в гиппо-
кампе по сравнению с линией B6-1473C имеющей
нормальный аллель гена триптофангидроксилазы и
участок хромосомы 13 от линии C57BL/6 [8].

Метаболизм серотонина в мозге у линии
1473GG-76C снижается и это вызывается именно
содержанием СВА-аллеля гена Htr1a на фоне го-
мозиготности по 1473G-аллелю гена Tph2, так как
у линии 1473GG-76В также снижена активность
ТПГ-2. У контрольных мышей линий гомозигот-
ных по 1473С- и 1473G-аллелям гена Tph2 не было
найдено отличий по уровню серотонина, его ос-
новного метаболита и индекса метаболизма (от-
ношение 5-ГИУК/5-НТ) в работе с хроническим
потреблением флуоксетина [6]. В другой работе
при воздействии острого стресса было обнаружено
снижение уровня серотонина в коре и гиппокампе,
что, однако, не привело к изменению индекса обме-
на серотонина в этих структурах у B6-1473G мышей
контрольной группы [7]. Кроме того, исследование
влияния укороченного дня на моноамины мозга
этих мышей показало, что контрольные мыши, со-
держащиеся при нормальном световом периоде,
но тестированные в течение 2 дней в поведенче-
ских тестах, характеризуются сниженным уровнем
5-ГИУК и обменом серотонина в гиппокампе [8].
Все выше перечисленное позволяет предполо-
жить, что уровни моноаминов и их метаболитов в
коре и гиппокампе у данных мышей очень чув-
ствительны к различным воздействиям. В нашем
случае уменьшение метаболизма серотонина во
всех исследованных структурах мозга может яв-
ляться либо компенсаторной реакцией, либо
нейрохимическим дисбалансом вызванным соче-
танием мутаций из разных геномов на геноме линии
C56BL/6. Это хорошо согласуется с имеющимися
данными, полученными при исследовании 5-НТ
системы мозга у мышей линии B6-M76C, у кото-
рой перенос фрагмента хромосомы 13 привел к
снижению 5-HT метаболизма в гиппокампе и по-
вышению экспрессии гена Htr1a по сравнению с
мышами B6-M76B. Однако у B6-M76C не было
обнаружено изменений в экспрессии гена Htr1a в
других структурах мозга. Также не было найдено
отличий в уровне мРНК гена Htr2a [21, 22]. В связи
с вышесказанным, обнаруженные нами в данной
работе изменения в экспрессии генов рецепторов
связаны именно c наличием дистального фраг-
мента (103.9–112.4 м.п.н.) хромосомы 13, содер-
жащего ген 5-HT1A рецептора каталептической
линии СВА, на фоне 1473G-аллеля гена Tph2.

При исследовании уровней мРНК ключевых
генов серотониновой системы – Tph2, Maoa и
Slc6а4, в среднем мозге было обнаружено повы-
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шение экспрессии только гена Maoa у мышей ли-
нии 1473GG-76C по сравнению с мышами линии
1473GG-76B. Это может являться ответом на по-
вышенный уровень серотонина у этих мышей в
среднем мозге и других структурах. С другой сторо-
ны, поскольку уровень 5-ГИУК во всех структурах
снижен, повышение экспрессии Маоа может яв-
ляться механизмом положительной обратной связи
в ответ на снижение метаболита.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, присутствие дистального

фрагмента (103.9–112.4 м.п.н.) хромосомы 13, со-
держащего ген Htr1a каталептической линии СВА
на фоне G/G генотипа С1473G-полиморфизма
гена Tph2 с приводит к повышению экспрессии
генов Htr1a и Htr2a рецепторов в среднем мозге и
гиппокампе, не оказывая существенного влияния
на экспрессию гена Htr7. Также мыши линии
1473GG-76C характеризуются повышенным
уровнем мРНК транскрипционных регуляторов
экспрессии гена 5-НТ1А рецептора – гена Cc2d1a

в гиппокампе и гена Cc2d1b в среднем мозге. Дан-
ные изменения экспрессии сопровождаются
уменьшением обмена серотонина в мозге у мы-
шей линии 1473GG-76C по сравнению с мышами
1473GG-76В.
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Investigation of the Brain Serotonin System Plasticity Using Recombinant Lines
of Mice that Carry 1473G, an Allele of the Tryptophan Hydroxylase-2 Gene,

and Differ by the Distal Fragment of Chromosome 13,
which Contains the Gene Encoding the 5-HT1A Receptor

A. Ya. Rodnyia, I. I. Belokopytovaa, E. V. Antonova, V. S. Naumenkoa, and E. M. Kondaurovaa

aInstitute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia

New recombinant strains of mice B6-1473GG.CBA-CD13Mit76С (1473GG-76C) and B6-1473GG.CBA-
D13Mit76В (1473GG-76B) were created using background of C57BL/6 strain to study the influence of the
chromosome 13 distal fragment (103.9–112.4 Mbp) that contains the 5-HT1A receptor gene from cataleptic
line СВА on the 5-HT brain system of mice that carry the 1473G-allele of tryptophan hydroxylase-2 (TPH-2), a
key enzyme involved in biosynthesis of serotonin (5-HT) in the brain. The 1473GG-76C and 1473GG-76B
lines carry the chromosome 13 fragment, which contains the Htr1a gene from CBA and C57BL/6 strains, re-
spectively. Both lines are homozygous by the 1473G-allele, which decreases the activity of TPH-2. The
1473GG-76C strain was found to have increased mRNA levels of the Htr1a and Htr2a genes as well as the
Maoа gene (monoamine oxidase type А, which is the main enzyme involved in the degradation of 5-HT) in
the midbrain, the Htr1a gene in the brain cortex, and the Htr1a and Htr2a genes in the hippocampus com-
pared to 1473GG-76B. In addition, the 1473GG-76C strain demonstrated an increased expression of the
genes encoding FREUD-1 ad FREUD-2, the key regulators for the Htr1a gene. The transcript level of the
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Cc2d1а gene encoding FREUD-1 was elevated in the brain cortex and the expression of the Cc2d1b gene en-
coding FREUD-2 was changed in the midbrain. Furthermore, the 1473GG-76C strain demonstrated an in-
creased level of 5-HT in the midbrain, hypothalamus, and hippocampus. Meanwhile, in the midbrain and
brain cortex, these mice had a reduced level of 5-HIAA, the main metabolite of serotonin. The 5-HIAA/5-HT ra-
tio, which reflects the intensity of 5-HT metabolism in the 1473GG-76C line was reduced in all the studied
brain structures. Therefore, in 1473GG-76C mice homozygous for G-allele of the Tph2 gene that carry the
Htr1a gene of СВА strain, mRNA levels of the key genes of the 5-HT system and 5-HT metabolism differed
significantly compared to 1473GG-76B mice homozygous for G-allele of the Tph2 gene that carry the Htr1a
gene of the С57BL/6 line. 

Keywords: polymorphism C1473G, gene Tph2, gene Htr1a, recombinant mice, serotonin, tryptophan hydroxylase-2,
5-НТ1А receptor
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