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Hippocampal glucocorticoid 
receptor and microRNA gene 
expression and serum cortisol 
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In many cases, stress reactivity is one of the important 
bases of aggressive behavior. It appears as if reduced 
stress reactivity underlies an abrupt decrease in 
aggression towards man in domesticated animals. 
However, the mechanisms of this reduction have yet 
to be resolved. In this work, we used an experimental 
domestication model, the silver fox selected for many 
years for the response to humans to study cortisol 
stress reactivity in tame and aggressive foxes in re-
sponse to immobilization in human arms. Additionally, 
these behavioral fox groups were explored for one of 
the important mechanisms of glucocorticoid negative 
feedback, the expression of the glucocorticoid recep-
tor gene (NR3C1) in a portion of the dorsal hippocam-
pus. In recent years, attention has been paid to differ-
ences in miRNA expression patterns between animals 
with different behavior and stress reactivity, as well as 
to miRNA regulation under stress. The same applies 
to NR3C1 mRNA as well. That is why we performed a 
miRNA-seq analysis on a portion of the fox dorsal hip-
pocampus. It has been demonstrated that immobiliza-
tion in human arms leads to significantly higher stress-
induced cortisol levels in aggressive than tame foxes. 
At the same time, no differences have been found 
between hippocampal NR3C1 gene expression and 
the pattern of miRNA expression. Thus, reduced stress 
reactivity in foxes during selection for the absence of 
aggressive responses and for the presence of emotion-
ally positive responses to humans does not seem to 
be associated with important mechanisms of regula-
tion such as alterations in hippocampal NR3C1 gene 
expression or microRNA-mediated silencing.
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Стресс-реакция во многих случаях является одной из причин фор
мирования агрессивного поведения как у животных, так и у 
человека. Ослабление стресс-ответа, по-видимому, существенно 
снижает агрессию по отношению к человеку у доместицирован-
ных животных. Однако механизмы этого снижения по-прежнему 
остаются далеко не ясны. В настоящей работе на эксперименталь
ной модели доместикации, серебристо-черной лисице (Vulpes 
vulpes), полученной путем многолетнего отбора на реакцию к 
человеку, изучен ответ на стресс по уровню кортизола в крови у 
доместицируемых и агрессивных лисиц, вызванный 15-минутным 
удержанием на руках человека. Кроме того, у животных из этих 
поведенческих групп исследован один из важных механизмов 
глюкокортикоидной отрицательной обратной связи – экспрессия 
гена рецептора глюкокортикоидов (NR3C1) в гиппокампе. В рабо-
тах последних лет существенное внимание уделяется различиям 
в профиле экспрессии микроРНК у животных с разными поведе-
нием и стресс-реакцией, а также микроРНК-регуляции экспрессии 
генов при стрессе, в том числе NR3C1. В этой работе проведен 
miRNA-seq анализ образцов участка дорзального гиппокампа. 
Показано, что удержание на руках человека вызывает глюкокорти-
коидный стресс-ответ как у доместицируемых, так и у агрессивных 
лисиц. При этом у агрессивных животных стресс-индуцированный 
уровень кортизола был достоверно выше по сравнению с домес
тицируемыми. В то же время различий экспрессии гена NR3C1 
в дорзальном гиппокампе и профиле экспрессии микроРНК не 
обнаружено. Таким образом, снижение стресс-ответа при отборе 
лисиц на отсутствие агрессивной и проявление эмоционально-
положительной реакции к человеку, по-видимому, не связано с 
такими важными механизмами регуляции, как изменение экспрес-
сии гена NR3C1 и микроРНК-регуляция.

Ключевые слова: доместикация; кортизол; ручные лисицы; NR3C1; 
микроРНК.
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В исследованиях последнего десятилетия показана 
важная роль микроРНК в регуляции нейральных 
функций. В частности, они участвуют в регуляции 

поведения (тревожности/страха), обучении, формирова-
нии памяти. Роль микроРНК в регуляции стресс-ответа 
также широко изучается в последнее время (Hollins, 
Cairns, 2016). Это относится и к генетически закреплен-
ным различиям в поведении и стресс-ответе. Например, 
линии крыс, селекционированных на высокую (bHR) и 
низкую (bLR) активность в новых условиях, у которых 
различны уровни стресс-реакции, агрессивности и других 
поведенческих реакций, имеют также различия в паттерне 
экспрессии микроРНК как в покое, так и после стресса в 
разных структурах мозга (Hamilton et al., 2014). Есть рабо-
ты и на других видах, в том числе собаках разных пород, 
имеющих различные характеристики по толерантности 
к стрессу (Luo et al., 2016). В исследованиях на человеке 
выявлена ассоциация однонуклеотидных полиморфизмов 
(ОНП) в последовательностях микроРНК с агрессивным 
поведением и возникновением заболеваний ЦНС (Hollins, 
Cairns, 2016).

Для изучения регуляции стресс-ответа одной из наибо-
лее важных структур мозга является гиппокамп, осущест-
вляющий глюкокортикоидную отрицательную обратную 
связь, купирующую стресс. В настоящее время известно 
большое количество микроРНК, изменяющих свою экс-
прессию в гиппокампе под воздействием стрессорных 
факторов различной природы и продолжительности – от 
острого до хронического и пренатального стресса. Многие 
из этих микроРНК участвуют и в других нервных про-
цессах (Hollins, Cairns, 2016). 

Важным для понимания природы таких форм поведе-
ния, как агрессия, ручное поведение, тревожность/страх, 
является изучение процессов доместикации животных. 
Историческая доместикация коренным образом изменила 
поведение животных. Вероятно, основой этого было ос-
лабление стресс-ответа, благодаря чему человек перестал 
вызывать стресс у животных (Беляев, 1981; Coppinger R., 
Coppinger L., 2002). В данной работе использовали экс-
периментальную модель доместикации, созданную на 
лисицах в Институте цитологии и генетики СО РАН (г. Но-
восибирск) путем длительной селекции против агрессии 
и по усилению эмоционально-положительного ответа по 
отношению к человеку. Ранее у доместицируемых лисиц  
было показано снижение глюкокортикоидного стресс-
ответа и базального уровня глюкокортикоидов в крови (Бе-
ляев и др., 1971; Оськина и др., 2008), а также ослабление 
активности гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
системы (ГГНС) в других звеньях. Более быстрое воз-
вращение кортизола к базальному уровню после стресса 
указывает на усиление глюкокортикоидной отрицательной 
обратной связи у доместицируемых лисиц (Trut et al., 
2009). Это может быть связано с повышенной экспрессией 
гена рецепторов глюкокортикоидов (NR3C1) в гиппокам-
пе, отношением количеств рецепторов глюкокортикоидов 
и минералокортикоидов (NR3C1/NR3C2), сниженным 
CRHR1 в гипоталамусе и рядом других генов (Weaver et 
al., 2004; de Kloet et al., 2017; Dow-Edwards, Silva, 1917). 
Из литературы известно, что изменение экспрессии этих 
генов во время стресс-ответа может быть обусловлено с 

микроРНК-регуляцией (Jung et al., 2015; Hollins, Cairns, 
2016). В частности, показано, что miR-124 изменяет свою 
экспрессию в гиппокампе грызунов при длительном стрес-
се и депрессии (Meerson et al., 2010; Wang et al., 2017),  
при этом мРНК NR3C1 является ее мишенью (Wang et al., 
2017). Для исследования возможного участия микроРНК 
в формировании доместикационного поведения и сниже-
нии стресс-ответа у доместицируемых лисиц в первую 
очередь нужно изучить различия в уровне микроРНК в 
покое. Так, укрепление глюкокортикоидной отрицатель-
ной обратной связи и снижение стресс-ответа у взрослых 
крыс, подвергавшихся неонатальному хэндлингу, и у 
потомков матерей, активно заботящихся о детенышах, 
ассоциировано именно с повышенной экспрессией гена 
NR3C1 в гиппокампе в покое. Причем показана прямая 
связь количества мРНК с количеством белка Nr3c1 (Liu 
et al., 1997; Weaver et al., 2004). 

Целью данного исследования было изучение базальной 
экспрессии гена рецептора глюкокортикоидов и профиля 
экспрессии микроРНК в дорзальном гиппокампе лисиц 
в зависимости от поведения по отношению к человеку и 
активности ГГНС.

Проведен анализ базального количества мРНК NR3C1 
методом ОТ-ПЦР в реальном времени и профиля экспрес-
сии с помощью метода miRNA-seq в участке дорзального 
гиппокампа, а также базального и стрессорного уровня 
кортизола в ответ на 15-минутное удержание животного 
на руках человека, с применением высокоэффективной 
жидкостной хромотографии.

Материалы и методы
Экспериментальные животные. Лисицы селекциони
рованы и содержатся в ЦКП «Генофонды пушных и сель- 
скохозяйственных животных» ИЦиГ СО РАН (Новоси
бирск). Доместицируемые лисицы получены путем дли
тельной селекции на эмоционально-положительную ре- 
акцию на человека, а агрессивные – на усиление агрес
сивной реакции (Trut et al., 2009). Образцы крови взяты 
у шестимесячных самцов перед удержанием на руках 
человека в течение 15 мин и сразу после этого воздей-
ствия. Лисиц умерщвляли путем введения 5.0 % раствора 
тиопентала натрия. Фрагменты дорзального гиппокампа 
взяты у семимесячных самцов. Эксперименты проводили 
в соответствии с международными европейскими био-
этическими стандартами (директива 2010/63/EU).

Хроматографический анализ. Содержание корти-
зола в сыворотке крови определяли методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии (хроматограф 
Agilent 1200 Series LC) с применением диодноматричного 
детектора. Для концентрирования образцов использовали 
жидкостную экстракцию дихлорэтаном. Элюирование 
проводили в изократическом режиме – 30 % ацетонитри-
ле в воде со скоростью подачи элюента 1 мл/мин. Для 
количественного анализа выбрана длина волны 246 нм. 
Хроматографическое разделение выполняли на колонке 
ZORBAX C18 2 × 150 мм (5 мкм). Концентрации вычис-
ляли по внутреннему стандарту (дексаметазон). Следует 
отметить, что процедура забора образцов крови или 
умерщвления для взятия образцов мозга у лисиц занимает 
5 мин. За это время уровень кортизола уже успевает под-
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няться достоверно, хотя и на малую величину (Беляев и 
др., 1971). Поэтому базальный уровень нельзя считать 
таковым в полной мере.

Выделение суммарной РНК и ОТ-ПЦР в реальном 
времени. Суммарную РНК выделяли с помощью TRIzol™ 
Reagent (Invitrogen, США) (n = 5 животных в каждой груп-
пе). Удаление геномной ДНК проводили с использованием 
фермента ДНКаза I, свободного от рибонуклеаз (Thermo 
Fisher Scientific, США). кДНК синтезировали в реакци-
онной смеси объемом 20 мкл, включающей 0.2 мкг сум-
марной РНК, обратную транскриптазу RevertAid (Thermo 
Fisher Scientific, США) и праймер полиT(15) (Биоссет, 
Россия). ПЦР в реальном времени (денатурация ДНК 
95 °C 5 мин и 40 циклов амплификации: 95 °C 30 с, 60 °C 
20 с и 72 °C и 20 с) проводили на приборе ViiA7 Real-Time 
PCR System (Life Technologies) с применением реакцион-
ной смеси Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix  
(Thermo Fisher Scientific, США). Последовательности  
праймеров к генам NR3C1 (F: 5ʹ-ACTGCTTCTCTCTTC 
AGTTCC-3ʹ; R: 5ʹ-AGTTCTGGCTGGAGTTCCC-3ʹ) и  
CANX (референсный ген; F: 5ʹ-GATGCCCCTGCTA 
AGATTCC-3ʹ; R:  5ʹ-CTTCATCCCAATCCTCTGGC-3ʹ) 
подобраны при посредстве данных транскриптома ли-
сицы (Kukekova et al., 2011). Специфичность продуктов 
ПЦР определяли с помощью секвенирования по Сенгеру 
(ЦКП «Геномика» СО РАН), анализа кривых плавления и 
гель-электрофореза. Все ПЦР выполнены в тройных тех-
нических повторах. Оценку количества мРНК проводили 
путем анализа значений пороговых циклов Ct с помощью 
модифицированного метода ΔΔCt с применением прог
раммы GenEx  5.4.1 (MultiD, Швеция). Эффективность 
реакции определяли серией разбавлений кДНК.

Секвенирование микроРНК. Фракции малой РНК 
выделены из препаратов тотальной РНК с помощью 
mirVana kit (Thermo Fisher Scientific, США). Качество и 
доля микроРНК в составе фракции малых РНК опреде-
лены на биоанализаторе BA2100 набором Small RNA Kit 
(Agilent). Баркодированные библиотеки для секвенирова-
ния сконструированы благодаря использованию TruSeq 
Small RNA Library Preparation Kit (Illimina) в соответствии 
с протоколом изготовителя. Количество взятого в реакцию 
материала рассчитано так, чтобы доля фракции микроРНК 
(зона 20–40 нт) составляла 80 нг. Для амплификации ис
пользовано 11 циклов ПЦР. Финальную очистку прово-
дили набором AMPure XP (Agencourt). Из полученных 
библиотек дополнительно выделена фракция 145–160 нт, 
содержащая последовательности микроРНК, с помощью 
LabChip XT (Caliper Life Sciences). Качество полученных 
библиотек и их молярность определены на биоанализаторе 
BA2100 набором DNA High Sensitivity. Все библиотеки 
отсеквенированы на приборе NextSeq 550 (Illumina) с 
длиной чтения 36 п. н.

Биоинформатический анализ. Результаты секвениро-
вания отфильтрованы по качеству, с дальнейшим удале-
нием последовательности адаптера и отбором по длине 
(в анализе остались последовательности с длиной 18– 
26 нуклеотидов). Геномная последовательность лисицы 
для предсказания микроРНК представлена в (Kukekova et 
al., unpublished). При использовании генома, программы 
miRCandRef (Fromm et al., 2013) и набора критериев мик

роРНК (Fromm et al., 2015) были предсказаны микроРНК-
кандидаты. Для удаления транскрибируемых геномных 
повторов и других РНК, кроме микроРНК, результаты 
предсказания были прокартированы программой Bowtie 
(Langmead, 2010) на последовательности из базы данных 
Rfam (12.3), кроме последовательностей микроРНК, на 
набор РНК собаки, полученный из баз данных RefSeq 
(Release 83) и GeneBank (Release 220), и на геном лисы, 
обработанный программой RepeatMasker (http://www.
repeatmasker.org/). Далее мы определяли консервативные 
микроРНК среди некартированных последовательностей 
с помощью программы BLAST и набора микроРНК Canis 
lupus familiaris из базы данных miRBase (http://mirbase.
org/).

Статистическая обработка результатов. При опре-
делении количества кортизола в крови применяли двух-
факторный дисперсионный анализ с дальнейшим попар-
ным сравнением с применением t-теста Стьюдента. Для 
попарного сравнения данных относительной экспрессии 
гена NR3C1 и микроРНК в гиппокампе использовали 
критерий Манна – Уитни (U). Результаты представлены как 
среднее ± стандартная ошибка среднего. Для всех случаев 
величина p < 0.05 считалась статистически значимой.

Результаты
Анализ количества кортизола в сыворотке крови в 
ответ на стресс. Двухфакторный дисперсионный анализ 
выявил эффект генотипа (F1.37 = 26.01, p < 0.001) и эффект 
стресса на уровень кортизола (F1.37 = 64.5; p < 0.001). Взаи
модействие фактора генотипа и фактора стресса также 
достоверно (F1.37 = 6.23; p < 0.001). Базальный уровень 
кортизола в сыворотке крови у доместицируемых лисиц 
был ниже, чем у агрессивных (рис. 1; p < 0.05). Повы-
шение уровня кортизола в крови достоверно не зависело 
от генотипа (p < 0.001). У доместицируемых лисиц рост 
уровня кортизола был достоверно ниже, чем у агрессив-
ных (см. рис. 1; p < 0.001).

Анализ экспрессии гена NR3C1 в участке дорзально-
го гиппокампа. Уровень экспрессии гена NR3C1 в участке 
дорзального гиппокампа сравнивали у доместицируемых 
и агрессивных лисиц с использованием метода ОТ-ПЦР в 
реальном времени. Однако анализ полученных данных не 
выявил достоверных различий между группами (рис. 2; 
p > 0.05). 

Биоинформатический анализ микроРНК. Обнару-
жено 319 консервативных микроРНК (163 семейства) 
и 9  новых микроРНК (Приложение 11) в гиппокампе 
лисицы. Но достоверных различий в экспрессии между 
группами не выявлено (p > 0.05.)

Обсуждение
Полученные результаты показали, что удержание на 
руках человека является стрессом не только для агрес-
сивных, но и для доместицируемых лисиц, причем 
группы достоверно различаются как по базальному, так 
и по стресс-индуцированному уровню кортизола. Это 
подтверждает данные, полученные на предыдущих по-
колениях селекции (Трут и др., 1972; Trut et al., 2009). 
1 Приложения 1 и 2 см. по адресу:
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2018-22/appx5.pdf
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Стресс-ответ и экспрессия генов NR3C1 и микроРНК  
в гиппокампе доместицируемых лисиц

В настоящей работе использован до-
полнительный стрессор – человек, на 
различное поведение к которому и се-
лекционировали лисиц. В более ран-
них работах в качестве ограничения 
движения использовали рестриктор 
(Попова и др., 1980; Оськина и др., 
2008). На другой экспериментальной 
модели доместикации, серой крысе, 
обнаружен  сниженный уровень ба-
зального и стресс-индуцированного 
кортикостерона (Дыгало и др., 1985; 
Plyusnina, Oskina, 1997), что свиде
тельствует о ключевой роли сниже
ния стресс-ответа (Беляев, 1981; Cop
pinger R., Coppinger L., 2002). Однако 
более поздние поколения ручных  и 
агрессивных крыс уже не имели до-
стоверных отличий в уровне кортико-
стерона за счет снижения стресс-ре
активности у агрессивных животных. 

При этом уровень агрессии сохранялся прежним (Прасолова и др., 2014). Тем 
не менее следует учитывать, что на крысах до сих пор не проведен экспери-
мент, где в качестве стрессора выступал бы человек. 

Несмотря на различия в количестве мРНК NR3C1 и его белка у ручных и 
агрессивных крыс в гиппокампе (Оськина и др., 2008; Гербек и др., 2010), 
аналогичных различий в количестве мРНК этого гена в гиппокампе лисиц в 
данном исследовании не обнаружено. Возможно, у доместицируемых лисиц 
пониженный стресс-ответ и его более быстрое купирование (Оськина и др., 
2008) осуществляются с помощью других механизмов отрицательной обратной 
связи, например изменения соотношения NR3C1/NR3C2 в гипоталамусе или 
эндоканнабиноидной системы. 

При анализе микроРНК в участке дорзального гиппокампа мы выявили 
319 консервативных микроРНК (163 семейства) и 9 новых микроРНК (При-
ложение 1). Следует отметить, что последовательности предшественников 
ортологичных микроРНК собаки и лисы в основном идентичны. Мы ожидали 
увидеть разницу в уровнях экспрессии микроРНК в гиппокампе у двух групп 
лисиц, отличающихся по стресс-ответу, агрессии и тревожности, так как 
микроРНК-регуляция затрагивает ряд генов, участвующих в этих реакциях в 
разных структурах мозга (Hamilton et al., 2014; Hollins, Cairns, 2016). Иссле-
дование базального уровня микроРНК у двунаправленно селекционируемых 
групп крыс (bHR и bLR), отличающихся по подобным же признакам, пока-
зало достоверные различия между группами в nucleus accumbens и prelimbic 
cortex. D.E. Hamilton с коллегами предполагают наличие подобных различий 
в профиле микроРНК также в гиппокампе и миндалине (Hamilton et al., 2014). 
Однако в нашем исследовании не выявлено значимой разницы в экспрессии 
не только у микроРНК, ортологи которой, по данным литературы, изменяют 
экспрессию при разных формах стресса (Hollins, Cairns, 2016) (Приложение 2), 
но и у остальных обнаруженных микроРНК. 

Таким образом, ни количество NR3C1 мРНК, ни профиль микроРНК 
достоверно не различаются в гиппокампе, ключевой площадке регуляции 
стресс-ответа, несмотря на достоверные различия в базальном и стресс-инду
цированном уровне кортизола. По-видимому, отбор на разные формы поведе-
ния не повлиял на уровень экспрессии гена рецептора глюкокортикоидов и на 
профиль экспрессии микроРНК в дорзальном гиппокампе, а связанные с этим 
видом отбора изменения в стресс-реактивности обусловлены изменениями в 
других ветвях регуляции функционирования ГГНС.
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Рис. 1. Уровень кортизола в сыворотке 
крови доместицируемых и агрессивных се-
ребристо-черных лисиц до (базальный уро-
вень) и сразу после 15-минутного удержания 
на руках человека (стрессорный уровень). 
*p < 0.05, ***p < 0.001 по сравнению с ручными 
в тот же момент времени относительно начала 
воздействия, ###p < 0.001 по сравнению с ба-
зальным уровнем.

Рис. 2. Относительное количество мРНК 
NR3C1 в участке дорзального гиппокампа у 
доместицируемых и агрессивных лисиц.
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