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В настоящем исследовании было проведено изучение влияния нейропротективного метода трех-
кратной умеренной гипобарической гипоксии, предъявляемой на 8–10 сут постнатального разви-
тия, на содержание серотониновых рецепторов 7-го типа (5HT7R), уровень мРНК глюкокортико-
идных рецепторов (nr3c1), глюкокортикоид-зависимых генов рецептора кортиколиберина 1го типа
(crhr1) и α7 субъединицы рецептора ацетилхолина (chrna7) в гиппокампе 2-недельных контрольных
крысят и крысят, перенесших пренатальную гипоксию (ПГ). ПГ вызывает увеличение содержания
белка 5HT7R, а также ведет к уменьшению количества мРНК как глюкокортикоидных рецепторов
(nr3c1), так и мишеней глюкокортикоид-зависимой транскрипции (crhr1, chrna7) в гиппокампе. Се-
ансы 3 УГГ вызывают снижение экспрессии 5HT7R на уровне белка в гиппокампе ПГ крысят до
контрольного уровня, не влияя на этот показатель у контрольных животных. 3 УГГ не оказывает
влияние на содержание мРНК nr3c1, crhr1 и chrna7 в гиппокампе контрольных и ПГ крысят. Резуль-
таты свидетельствуют о том, что стимуляция мозга крыс в раннем неонатальном периоде сеансами
умеренной гипоксии не является достаточно эффективным методом предотвращения в раннем он-
тогенезе нарушений глюкокортикоидной системы гиппокампа, вызванных пренатальной гипокси-
ей, однако позволяют предположить отсроченные корректирующие эффекты данного метода.
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ВВЕДЕНИЕ
Ранний онтогенез – период пренатального и

раннего постнатального развития, является наи-
более значимым этапом для настройки функций
клеток мозга [1, 2]. В отличие от зрелого организма,
повреждающее действие на который приводит к
нарушению функционирования уже сформировав-
шейся структуры, патологические воздействия в
пренатальном периоде вызывают изменения на-
стройки порогов чувствительности сигнальных си-
стем развивающегося организма, которые сохра-
няются на протяжении дальнейшей жизни [3–5].
Проявляясь в младенчестве в нарушении физиче-
ского, эмоционального и умственного развития
ребенка, последствия пренатального стресса со-
храняются у взрослых часто в латентной форме,
усугубляясь с возрастом [6–9].

Особенно опасным стрессовым фактором в
раннем онтогенезе является гипоксия [7, 10]. Ра-

нее нами было показано, что гипоксические эпи-
зоды, предъявляемые беременным самкам крыс
на 14–16 сут гестации, в период формирования
гиппокампа плода, вызывают устойчивые нару-
шения функционирования глюкокортикоидной
системы потомства [10], выражающиеся в наруше-
нии экспрессии глюкокортикоидных рецепторов в
гиппокампе, снижении глюкокортикоид-зависи-
мой транскрипции [4], ослаблении экстрагипота-
ламического контроля над глюкокортикоидной
отрицательной обратной связью и, как следствие,
увеличении базального уровня кортикостерона
[10]. Данные особенности проявляются на протя-
жении всей жизни и ведут к ослаблению перифери-
ческой рецепции глюкокортикоидов и, следова-
тельно, нарушению реализации глюкокортикоид-
зависимых функций, сопровождаясь дисфункцией
медиаторных систем мозга.

Известно, что стимуляция клеток гиппокампа
серотонином, вырабатываемым проекциями дор-
сальных ядер шва [11], вовлекается в обеспечение
стабильной экспрессии глюкокортикоидных ре-
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цепторов [12]. Было показано, что эффектив-
ность выброса серотонина может быть увеличена
сеансами краткосрочной гипоксии за счет деполя-
ризации клеточных мембран [13]. В рамках иссле-
дований, направленных на изучение эффектов
нейропротективных методов пре- и постконди-
ционирования было выявлено, что сеансы уме-
ренной гипобарической гипоксии способствуют
нормализации экспрессии глюкокортикоидных
рецепторов у взрослых крыс, подвергавшихся гипо-
ксии и тяжелому психоэмоциональному стрессу
[14, 15]. Поэтому нами было сделано предположе-
ние о возможности использования трехкратной
умеренной гипобарической гипоксии с целью пе-
репрограммирования функциональной активно-
сти клеток гиппокампа крыс, переживших прена-
тальную гипоксию. Настоящее исследование было
направлено на проверку этой гипотезы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные и модель пренатальной гипоксии. Ра-
бота выполнена на взрослых самках крыс линии
Wistar весом 300–350 г и их потомстве. Животные
были получены из Биоколлекции Института физио-
логии им. И.П. Павлова РАН и содержались в лабо-
раторных условиях при свободном доступе к воде и
пище. При проведении экспериментов соблюда-
лись требования, сформулированные в Директивах
Совета Европейского сообщества (86/609/EEC) об
использовании животных для экспериментальных
исследований. Протоколы опытов были утверждены
комиссией по гуманному обращению с животными
Института физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Для создания ПГ беременных самок помещали
трижды (на 14, 15 и 16 сут беременности) в баро-
камеру проточного типа и снижали давление до
180 мм рт. ст, что соответствует 5% нормобариче-
ского кислорода. Длительность каждого воздей-
ствия составляла 3 ч, интервал между воздействи-
ями – 24 ч. Перед рождением потомства беремен-
ных крыс рассаживали по отдельным клеткам, и в
дальнейшем каждый помет содержался отдельно.

Последующая работа производилась на детены-
шах самцах. Половину контрольных и ПГ крысят
подвергали трем сеансам умеренной гипобариче-
ской гипоксии (3 УГГ). Для создания 3 УГГ на 8, 9 и
10 сут постнатального периода крысят помещали
в барокамеру проточного типа и снижали давле-
ние до 360 мм рт. ст, что соответствует 10% нормоба-
рического кислорода. Длительность каждого воз-
действия составляла 2 часа, интервал между воз-
действиями – 24 ч. После каждого воздействия
крысят возвращали в материнскую клетку. С це-
лью стандартизации условий контрольных и ПГ
животных, не подвергавших сеансам 3 УГГ, также
помещали в барокамеру по аналогичному прото-
колу, но не снижали давление.

Таким образом, эксперименты проведены на 4
группах крыс: 1) контроль; 2) ПГ; 3) контроль + 3
УГГ; 4) ПГ + 3 УГГ (для каждой группы n = 5).

Подготовка проб мозга для анализа. Гиппокамп
2-недельных крысят быстро извлекали и замора-
живали для дальнейшей экстракции и анализа
белков интереса методом вестерн блоттинга либо
помещали в тризол (BC032, ExtractRNA, Евроген,
Россия) для экстракции РНК и последующего ко-
личественного анализа мРНК интереса.

Вестерн блоттинг. Для экстракции белков гип-
покампы 2-недельных крысят гомогенизировали
в ручном гомогенизаторе стекло–стекло в 50 мМ
Трис-HCl буфере (pH 8.0), содержащем 150 мМ
NaCl, 1% тритон Х-100, коктейль ингибиторов
протеаз и фосфатаз (78440, Thermo Scientific,
США), инкубировали на качалке 30 мин при темпе-
ратуре +4°С, после чего центрифугировали 10 мин
при 14000 g, отбирали супернатант и кипятили
5 мин с трехкратным буфером Лэммли.

Белки полученных тотальных лизатов гиппо-
кампа разделяли методом электрофореза в полиа-
криламидном геле по Лэммли и осуществляли пе-
ренос на PVDF мембрану (Thermo Scientific, США).
Далее, после блокировки в течение 1 часа в рас-
творе 5% сухого молока на Трис-NaCl буфере
(TBS, pH 7.4), мембраны инкубировали с моно-
клональными кроличьими антителами против
5HT7R (1 : 1000, ab128892, Abcam, США) и с поли-
клональными кроличьими антителами против
β-актина (1 : 2000, a2066, Sigma Ald., США) в те-
чение 2 ч при комнатной температуре. Мембраны
отмывали в TBST буфере и инкубировали с ко-
зьими противокроличьими HRP-антителами
(0.25 мкг/мл, a16096, Thermo Scientific, США) в
течение 1 часа при комнатной температуре. По-
сле серии отмывок в буфере TBS, содержащем
0.1% Tween-20, осуществляли визуализацию белков
интереса с применением хемилюминесцентного
набора Clarity ECL (Bio-Rad, США) и используя
систему документирования ChemiDoc MP Imag-
ing System (Bio-Rad, США). Количественный
анализ содержания белка 5HT7R проводили с ис-
пользованием программы ImageJ (NIH, Bethesda,
MD, США) нормируя данные на содержание β-
актина.

Выделение и очистка РНК, обратная транскрип-
ция и количественная ПЦР в реальном времени.
Общую РНК из гиппокампа 2-недельных крысят
изолировали, используя набор ExtractRNA (BC032,
Евроген, Россия), очищали от ДНК с применением
наборов DNaseI (EN0521, ThermoFisher, США) и
CleanRNA Standard (BC033, Евроген, Россия) со-
гласно инструкциям производителя. Синтез кДНК
проводили из 1 мкг тотальной РНК используя на-
бор MMLV Reverse Transcription Kit (SK021, Евро-
ген, Россия). Количественную ПЦР в реальном
времени проводили, используя набор qPCRmix-HS
SYBR + LowROX (Евроген, Россия) на амплифика-
торе Real-Time CFX96 (Bio-Rad, США). Последова-
тельности праймеров, температуры плавления и
размеры фрагментов представлены в табл. 1.

Уровни содержания мРНК глюкокортикоид-
ного рецептора (nr3c1), глюкокортикоид-зависи-
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мых генов рецептора кортиколиберина 1го типа
(crhr1) и α7 субъединицы рецептора ацетилхолина
(chrna7), нормированные на содержание мРНК β-2
микроглобулина (b2m) в качестве референса, бы-
ли исследованы с использованием ΔΔCt метода.

Статистическая обработка результатов. Резуль-
таты обрабатывали с помощью пакетов анализа
данных STATISTICA 7.0 Stat Soft, Inc и Microsoft
Excel’2003, используя непараметрический U-крите-
рий Манна–Уитни. Изменения считали достовер-
ными при p ≤ 0.05. Все результаты представлены в
виде среднего арифметического ± SEM (standard
error of mean).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для оценки влияния сеансов 3 УГГ на количе-

ство серотониновых рецепторов 5HT7R в гиппо-
кампе 2-недельных крысят, переживших ПГ, мы
использовали метод вестерн блоттинг. ПГ вызы-
вает увеличение количества 5HT7R по сравнению
с контролем (185% от контроля) (рис. 1). Сеансы
3 УГГ не влияют на количество 5HT7R в гиппо-
кампе контрольных крысят (113% от контроля),
но вызывают снижение их количества у крысят,
переживших ПГ (125% от контроля) (рис. 1).

Для оценки влияния сеансов 3 УГГ на уровень
экспрессии гена глюкокортикоидных рецепторов
(nr3c1) и эффективность глюкокортикоид-зави-
симой экспрессии генов (crh1r, chrna7) [16] в гип-
покампе 2-недельных ПГ крысят был осуществ-
лен количественный анализ мРНК этих генов. ПГ
вызывает уменьшение количества nr3c1 по срав-
нению с контролем (51% от контроля) (рис. 2а),
что сопровождается уменьшением содержания
мРНК глюкокортикоид-зависимых генов crh1r
(рис. 2б) и chrna7 (рис. 2в) (25% и 35% от контро-
ля, соответственно). Сеансы 3 УГГ не влияют на
уровень экспрессии nr3c1 (рис. 2а) и глюкокорти-
коид-зависимую транскрипцию (рис. 2, б, в) ни у
контрольных крысят, ни у крысят, подвергав-
шихся ПГ.

В настоящее время известным является факт
того, что серотонинергическая стимуляция ней-
ронов гиппокампа опосредованно через серото-
ниновые рецепторы 5HT7R приводит к увеличе-

нию количества глюкокортикоидных рецепторов
NR3C1 [12]. Ранее нами было показано, что пато-
гномоничным и опосредующим эндокринные
эффекты пренатальной гипоксии симптомом яв-
ляется хроническое снижение количества NR3C1
и экспрессии генов, регулируемых данным тран-
скрипционным фактором, в нейронах гиппокам-
па, сопровождающееся стабильным увеличением
уровня кортикостерона в плазме крови [10]. Как

Таблица 1. Праймеры, использованные для количественной ПЦР в реальном времени

Ген Праймеры 5'–3'
Температура 

плавления Т, °С
Размер

продукта, п. н. 

Бета-2-микроглобулин
(b2m)

Forward TGCCATTCAGAAAACTCCCC
Reverse GAGGAAGTTGGGCTTCCCATT

57 73

Глюкокортикоидный 
рецептор (nr3c1)

Forward ATCATACAGACAATCAAG
Reverse TACTCTTCATAGGATACC

55 156

Рецептор кортиколиберина 
1го типа (crhr1)

Forward CGTCTTCATCTACTTCAACTC
Reverse GGACCTCACTGTTCAGAA

62 86

α7-субъединица рецептора 
ацетилхолина (chrna7)

Forward CTCTTGGAATAACTGTCTT
Reverse CGAAGTATTGTGCTATCA

55 105

Рис. 1. Гистограмма (а) и фотография результатов ана-
лиза содержания белка 5HT7R методом вестерн блот-
тинга (б) в гиппокампе 2-недельных контрольных кры-
сят и крысят, переживших ПГ на 14–16 сут эмбриогене-
за, с последующими сеансами 3 УГГ на 8–10 сут
постнатального развития либо без них. Данные норми-
рованы на количество белка β-актина и представлены в
% от контроля. * Различия с контролем статистически
достоверны, р ≤ 0.05 (U-критерий Манна–Уитни).
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показано в настоящем исследовании, базальное
количество 5HT7R в гиппокампе крысят, подвер-
гавшихся пренатальной гипоксии, увеличено, что
может быть рассмотрено как компенсаторный
эффект недостаточного количества NR3C1 или
же как следствие недостаточной серотониновой
стимуляции исследуемой структуры мозга.

Вопреки нашему предположению, согласно ко-
торому увеличение серотониновой стимуляции
гиппокампа вследствие сеансов умеренной гипо-
барической гипоксии должно способствовать нор-
мализации уровня NR3C1 в этой структуре мозга
крыс, переживших ПГ [11–15], гипотеза не оправ-
далась. Характерный для гипоксических состояний
усиленный выброс серотонина [13] при изначально
высоком уровне 5HT7R в гиппокампе ПГ крыс в
ответ на сеансы умеренной гипоксии не привел ни
к коррекции экспрессии глюкокортикоидных ре-
цепторов NR3C1, ни, соответственно, к нормали-
зации глюкокортикоид-зависимой транскрипции.
Таким образом, сеансы умеренной гипоксии,
предъявляемой на 8–10 сут постнатального онтоге-
неза ПГ крысятам, не оказались в полной мере эф-
фективным подходом для коррекции дисфункции
глюкокортикоидной системы в гиппокампе разви-
вающихся крыс, перенесших пренатальную гипо-
ксию, однако способствовали нормализации коли-
чества серотониновых рецепторов.

Известно, что глюкокортикоиды негативно
регулируют продукцию серотонина в ядрах шва
[16]. При этом ядра шва у крыс формируются су-
щественно раньше предъявляемых нами сеансов
гипоксии [1] и, в отличие от гиппокампа, их раз-
витие не должно быть подвержено влиянию
стрессорного ответа материнского организма на
гипоксию. В связи с этим наблюдаемое в данной
работе увеличение экспрессии 5HT7R в гиппокам-
пе крыс, подвергавшихся пренатальной гипоксии,
может свидетельствовать о наличии дефицита серо-
тониновой стимуляции данной структуры мозга
вследствие избыточной глюкокортикоид-зависи-
мой транскрипции в ядрах шва и, как следствие,
ослабления синтеза и усиления деградации серо-
тонина в этой структуре мозга. В свою очередь,
нормализация количества 5HT7R в гиппокампе
сеансами умеренной гипоксии животных, пере-
несших пренатальную гипоксию, вероятно отра-
жает нормализацию активности серотониновой
системы с помощью этого подхода.

В связи с существенной ролью серотонинерги-
ческой системы мозга в развитии депрессивных
расстройств [17, 18], дальнейшие детальные ис-
следования особенностей взаимодействия серо-
тонинергической и глюкокортикоидной систем в
мозге крыс, подвергавшихся пренатальной гипо-
ксии, позволят прояснить конкретные механизмы

Рис. 2. Относительное содержание мРНК глюкокортикоидного рецептора nr3c1 (а) и глюкокортикоид-зависимых генов
рецептора кортиколиберина 1го типа crhr1 (б) и α7 субъединицы рецептора ацетилхолина chrna7 (в) в гиппокампе 2-недельных
контрольных крысят и крысят, переживших ПГ на 14–16 сут эмбриогенеза, с последующими сеансами 3 УГГ на 8–10 сут
постнатального развития либо без них. Данные нормированы на количество мРНК бета-2 микроглобулина b2m и представ-
лены в % от контроля. * Различия с контролем статистически достоверны, р ≤ 0.05 (U-критерий Манна–Уитни).
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формирования предрасположенности к депрессии
в результате нарушений пренатального онтогенеза.
Исследования отсроченных эффектов сеансов уме-
ренной гипоксии на функциональную активность
ядер шва, рецепцию серотонина экстрагипотала-
мическими структурами мозга и устойчивость
животных к стрессовым воздействиям позволят
прояснить значимость нормализации количества
гиппокампальных серотониновых рецепторов в
коррекции последствий пренатальной гипоксии.
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Possible Correction of Impaired Hippocampal Glucocorticoid System
in Rats Induced by Prenatal Hypoxia

O. V. Vetrovoya, b, V. A. Stratilova, E. V. Lomertc, and E. I. Tyulkovaa

a Pavlov Institute of Physiology, RAS, St. Petersburg, Russia
b St. Petersburg University, St. Petersburg, Russia

c Institute of Cytology, RAS, St. Petersburg, Russia

In 2-weeks old rat pups we studied an effect of neuroprotective treatment by triple mild hypobaric hypoxia
(3MHH), which has been applied on days 8-10th of postnatal development, on the content of serotonin re-
ceptors of type 7 (5HT7R), relative mRNA levels of glucocorticoid receptors (nr3c1) and also glucocorticoid-
dependent genes of the CRH receptor of type 1 (crhr1) and α7 subunits of acetylcholine receptor (chrna7) in
the hippocampus of control rat pups and pups that survived prenatal hypoxia (PH). PH leads to an increase
in the 5HT7R levels but decreases levels of mRNA of the glucocorticoid receptor (nr3c1) gene, as well as of
mRNA of the glucocorticoid-dependent genes (crhr1, chrna7) in the hippocampus. Three sessions of mild
hypoxia reduced the levels of 5HT7R in rat hippocampus to the control but did not affect those parameters
in the control group. 3MHH did not affect the levels of nr3c1, crhr1 and chrna7 mRNA in the hippocampus
of the control and PH rat pups. The results indicate that stimulation of rat brain in the perinatal period by three
sessions of mild hypoxia is not a sufficiently effective method for correcting the changes in the hippocampal glu-
cocorticoid system, caused by prenatal hypoxia but suggest possible delayed beneficial effects of this method.

Keywords: prenatal hypoxia, mild hypobaric hypoxia, hippocampus, 5HT7R, glucocorticoid receptors, glucocorti-
coid-dependent transcription
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