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Стресс сопровождается изменением в мозге экспрессии множества генов и их белковых продуктов, 
однако механизмы этих изменений, а также их значение для развития или, напротив, противодей
ствия индуцируемой стрессом депрессии остаются неясными. Имеющиеся в литературе сведения 
указывают на чувствительность ключевого фермента синтеза серотонина (5-НТ) в мозге трипто-
фангидроксилазы-2 (tryptophan hydroxylase-2; TPH2) к стрессорным воздействиям, индуцирующим 
депрессивно-подобное состояние у животных, а также на противодействие антиапоптозного белка 
Bcl-xL формированию этого состояния. Для выяснения неясных взаимоотношений  TPH2 и Bcl-xL в 
ходе развития индуцированной стрессом психопатологии в работе проведено сравнительное исследо-
вание экспрессий их генов и белков в областях локализации клеточных тел 5-НТ нейронов в течение 
повторяющихся стрессорных воздействий. Экспрессию генов оценивали по уровню мРНК, белков –  
иммуногистохимически, в клетках дорсального и медианного ядер через сутки после повторного 
и 14-го сеансов принудительного плавания. Обнаруженное повышение экспрессии белка Bcl-xL в 
5-НТ клетках обоих ядер после повторного плавания, очевидно, направлено на экстренную защиту 
этих клеток от повреждающего действия стресса. Свидетельством активации этой защиты служит 
ассоциированное с Bcl-xL увеличение в клетках количества белка TPH2. В ходе же последующих 
стрессорных воздействий степень ответного повышения экспрессии Bcl-xL снижалась. Ослабленная в 
связи с этим защита 5-HT нейронов сопровождалась уменьшением в них биосинтетических процессов 
и компенсаторной активацией гена фермента. В целом результаты являются первым свидетельством 
в пользу наличия в 5-НТ нейронах взаимосвязей между Bcl-xL и TPH2. Помимо потенциальной 
возможности влиять на предрасположенность или устойчивость организма к формированию инду-
цируемой стрессом депрессии, эти взаимосвязи могут лежать в основе парадоксального увеличения 
уровня мРНК tph2 в ядрах шва головного мозга больных депрессией.
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Серотонин мозга и депрессия

Данные экспериментальных и клинических 
исследований свидетельствуют о важной роли 
серотонинергической (5-НТ) системы  мозга в 
развитии и терапии депрессивных расстройств. 
Нарушение функции 5-НТ системы, преиму-
щественно ее ослабление, многие годы рас-

сматривается в качестве одного из ключевых 
факторов формирования этой психопатологии 
(Owens, Nemeroff, 1994; Canli, Lesch, 2007), 
поэтому неудивительно, что наиболее употреб-
ляемые в настоящее время антидепрессанты 
нацелены на усиление 5-НТ сигнала путем 
блокады обратного захвата нейромедиатора или 
активации его рецепторов.  Вместе с тем эффек-



1118 Г.Т. Шишкина и др.

тивность  этих препаратов оказалась не очень 
высокой (Celada et al., 2013), что обусловливает 
необходимость новых подходов к увеличению 
активности 5-НТ нейротрансмиссии. Ключевым 
ферментом синтеза серотонина специфически 
в центральной нервной системе является трип-
тофангидроксилаза-2 (tryptophan hydroxylase-2, 
TPH2) (Walther et al., 2003), генная экспрессия 
которого ограничена ядрами шва головного 
мозга (Walther, Bader, 2003). Активация синте-
за серотонина в мозге воздействием на TPH2 
может быть дополнительной возможностью 
терапии психоэмоциональных расстройств. 

В пользу потенциальной эффективности 
такого пути свидетельствуют выявленные в 
некоторых работах (например, Zill et al., 2004; 
Tsai et al., 2009; Mandelli et al., 2012) ассоциа
ции аллельных вариантов гена tph2 с симпто-
мами болезни. Однако умеренный оптимизм 
относительно рассмотрения такой возможности 
существенно снижается отсутствием ассоциа-
ции в других исследованиях (например, Mann 
et al., 2008). Важно, что и мета-анализ данных 
обширных полногеномных исследований не 
выявил достоверной ассоциации для наиболее 
распространенного депрессивного расстройст
ва, – так называемой «большой» депрессии, –  
ни с одним из исследованных генетических 
маркеров (Ripke et al., 2013). 

Кроме того, вопреки установившемуся 
мнению о снижении содержания серотонина 
в мозге при депрессии, исследование депрес-
сивных больных после суицидального исхода 
выявило в ряде работ парадоксальное увели-
чение экспрессии и гена (Bach-Mizrachi et al., 
2008), и белка (Boldrini et al., 2005) фермента 
в областях локализации клеточных тел 5-НТ 
нейронов. Однако по данным других исследо-
ваний, уровень мРНК tph2 в дорсальном ядре 
шва не различался между депрессивными и 
здоровыми людьми (Goswami et al., 2010). 
Также не внесло ясности в понимание роли 
TPH2 в психопатологии и исследование полных 
нокаутов по гену фермента: вместо ожидае-
мого депрессивно-подобного поведенческого 
фенотипа, животные не отличались по его 
характеристикам от мышей «дикого» генотипа 
(Fernandez, Gaspar, 2012). 

Для объяснения противоречия между ко-
пившимися десятилетиями свидетельствами 

ключевой роли 5-НТ системы мозга в регуля-
ции психоэмоциональных состояний и явным 
отсутствием прямой связи этих состояний с 
генетической изменчивостью фермента, вплоть 
до полного отсутствия tph2 в геноме, приводят 
ряд аргументов. Результаты исследований но-
каутов по tph2 объясняют разобщением у них в 
процессе развития механизмов, регулирующих 
поведение и уровень серотонина, а также неиз-
мененным уровнем нейрогенеза в гиппокампе 
(Klempin et al., 2013), последнее, согласно совре-
менным представлениям, способно обеспечить 
нормальный психо-поведенческий фенотип 
(Kempermann, Kronenberg, 2003). В качестве 
же возможных причин повышенной экспрес-
сии фермента  синтеза серотонина в мозге 
депрессивных больных, исследованных  после 
их суицида, предполагают гомеостатический 
ответ на дефицит индоламина у таких больных, 
реакцию на какие-то обстоятельства перед суи-
цидом, а также последствия неблагоприятного 
протекания раннего онтогенеза. Отрицатель-
ные результаты полногеномных исследований 
пытаются объяснить все еще недостаточным 
объемом выборок, небольшим эффектом гена, а 
также зависимостью его проявления  от взаимо-
действия с другими генетическими системами и 
со средовыми факторами (Mandelli et al., 2012). 
Безотносительно к надежности вышеизложен-
ных аргументов имеющиеся в настоящее время 
сведения, безусловно, свидетельствуют о нели-
нейной связи активности 5-НТ системы мозга 
и ее ключевого компонента – TPH2, с психопа-
тологией. Эта связь явно осложнена взаимодей
ствиями с внешними для организма факторами, 
например, стрессорами, провоцирующими 
депрессивное состояние (Kendler et al., 1999; 
Kessing et al., 2003), а также с генетическими 
системами организма, противодействующими 
повреждающим эффектам стресса на мозг. 

TPH2 в мозге при стрессе

Основным источником 5-НТ иннервации 
структур мозга, включая и ключевые для пси-
хоэмоциональной регуляции, служат 5-НТ 
клетки ядер шва среднего и продолговатого 
мозга. Уровень 5-НТ нейротрансмиссии в 
мозге является важным компонентом ответа 
на стресс, и неадекватность этого ответа у чув
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ствительных к неблагоприятным воздействиям 
индивидов может привести к депрессии. Все 
большее количество данных указывает на вы-
сокую чувствительность экспрессии гена tph2 к 
стрессорным воздействиям (Chamas et al., 2004) 
и вовлеченность изменяемой стрессом экспрес-
сии в психоэмоциональные ответы (Shishkina 
et al., 2007, 2012; Hale et al., 2011; Chen, Miller, 
2012, 2013; Boyarskikh et al., 2013). Вместе с 
тем направление опубликованных после стресса 
изменений довольно противоречивое. Напри-
мер, психосоциальный стресс в течение 5 дней 
приводил к снижению мРНК tph2 в дорсальном 
ядре шва обезьян (Bethea et al., 2013). Такой же 
эффект наблюдался у мышей после хрониче
ского, в течение 3 недель, стресса социального 
поражения (Boyarskikh et al., 2013). Однако у 
взрослых крыс, перенесших в период со 2-го по 
14-й дни постнатального развития ежедневное в 
течение 180 мин отделение от матери, уровень 
мРНК tph2 в дорсальном ядре шва после одно-
кратного стресса социального поражения был 
повышен  (Gardner et al., 2009). Другое стрес-
сорное воздействие – ограничение подвижности 
взрослых крыс – вызывало увеличение мРНК 
фермента в дорсальном ядре шва  как после 
воздействия, примененного однократно, так 
и в течение 3 и 7 дней  (Chamas et al., 2004). 
Противоречивость этих изменений может быть 
обусловлена природой и силой стрессорного 
воздействия, его продолжительностью, истори-
ей предшествующих воздействий и т. д. Кроме 
того, выявлена неодинаковая чувствительность 
отдельных ядер к действию стресса (Chamas et 
al., 2004), что может маскировать эффект при 
их совместном анализе, например, в составе 
обычно анализируемых в едином образце ткани 
среднего или стволового отделов мозга.  

Психоэмоциональные расстройства могут 
сопровождаться морфологическими измене-
ниями в области 5-НТ ядер шва, например, 
уменьшением размера дорсального ядра у де-
прессивных больных (Matthews, Harrison, 2012) 
или снижением (на 31 %) количества нейронов 
в вентролатеральном субрегионе этого ядра 
(Baumann et al., 2002). Эти морфологические 
изменения предполагают участие регулято-
ров жизнеспособности клеток, например, 
белков апоптоза, в эффектах стресса на 5-НТ 
систему, так же, как, по-видимому, и на пси-

хоэмоциональные реакции. такое стрессорное 
воздействие, как длительное содержание крыс 
в полной темноте, приводило к ассоциирован-
ному с поведенческими симптомами депрессии 
увеличению апоптоза в моноаминергических 
нейронах, включая и 5-НТ нейроны (Gonzalez, 
Aston-Jones, 2008). Длительное введение анти-
депрессантов ослабляло проявление депрес-
сивно-подобного состояния животных в тесте 
Порсолта, и это ослабление сопровождалось 
увеличением экспрессии Bcl-xL в стволе мозга –  
области локализации медианного ядра шва 
(Shishkina et al., 2012). С целью выявления 
возможной взаимосвязи экспрессии Bcl-xL и 
TPH2 в ходе развития индуцируемой стрес-
сом депрессии в экспериментах на взрослых 
самцах крыс нами были получены данные об 
изменении уровней мРНК и белков этих генов 
в дорсальном и медианном ядрах шва головного 
мозга. 

Экспрессия ТПГ-2  и Bcl-xL  
в дорсальном и медианном 
ядрах шва головного мозга 

после непродолжительного  
и хронического стресса

В качестве стрессорного воздействия, спо-
собного провоцировать у крыс развитие депрес-
сивно-подобного состояния, было использовано 
принудительное плавание в неизбегаемых 
условиях, впервые предложенное еще в 1978 г. 
(Porsolt et al., 1978) для преклинической оценки 
антидепрессантной эффективности препаратов. 
Это воздействие также широко используется в 
экспериментальных исследованиях механизмов 
депрессии (Cryan, Mombereau, 2004; Krishnan, 
Nestler, 2011; Stepanichev et al., 2014). В класси-
ческом варианте для крыс принудительное пла-
вание применяется, как правило, один раз в день 
в течение двух последовательных дней. После 
повторного воздействия обнаружено увеличение 
экспрессии гена tph2 (Shishkina et al., 2007) и 
функциональной активности 5-НТ нейронов 
(по c-fos-иммунореактивности) в дорсальном 
ядре шва (Drugan et al., 2013). Следует отметить, 
что некоторые исследователи рассматривают 
увеличение продолжительности замирания при 
повторной процедуре плавания как элемент 
адаптивного поведения, направленного на со-



1120 Г.Т. Шишкина и др.

хранение жизненных сил. В этой связи недавно 
было обнаружено, что чем больше выражено это 
«адаптивное» поведение в тесте, тем в меньшей 
степени животное оказывалось способным 
противостоять эффектам последующих стрес-
сирующих воздействий на развитие другого 
общепринятого показателя депрессивно-подоб-
ного состояния – ангедонии  (Zheng L., Zheng X., 
2014). Увеличение числа плаваний усугубляет 
выраженность симптомов депрессивно-подоб-
ного состояния и увеличивает чувствительность 
к антидепрессантному действию препаратов 
(Mezadri et al., 2011). Поэтому последовательное  
увеличение числа стрессорных воздействий 
плаванием может быть использовано в качестве 
экспериментальной модели, способной вскрыть 
важные нейробиологические механизмы чувст
вительности и/или устойчивости к негатив-
ным психоэмоциональным эффектам стресса.  
В нашей работе животные подвергались стрес-
су принудительного плавания один раз в день 
(15 мин) в течение 2 или 14 последовательных 
дней. Через сутки после последнего сеанса 
плавания в дорсальном и медианном ядрах 
шва анализировали экспрессию  Bcl-xL и TPH2 
путем определения уровней их мРНК методом  
ОТ-ПЦР в реальном времени и белков – методом 
флюоресцентной иммуногистохимии, как это 

было описано в наших работах ранее (Shishkina 
et al., 2007, 2010, 2014). 

Проведенные исследования обнаружили 
увеличение экспрессии гена tph2 в дорсаль-
ном ядре шва после как краткосрочного, так 
и хронического стресса (рис., а). При этом, 
однако, значительных изменений количества 
белка фермента в этом ядре не наблюдалось.  
В медианном ядре уровень мРНК tph2 был также 
достоверно увеличен после хронического стрес-
са, но в отличие от дорсального ядра снижен 
после повторного плавания. Количество белка 
фермента в медианном ядре было увеличено 
после повторного плавания и не отличалось 
от контроля после длительного стрессорного 
воздействия. Полученные результаты свидетель
ствуют о сходстве ответов гена и белка TPH2 в 
дорсальном и медианном ядрах на длительный 
стресс и о различии ответов гена фермента в 
этих ядрах на непродолжительное воздействие. 
Рассогласование изменений экспрессии гена и 
белка фермента в исследованных целых ядрах 
шва может быть обусловлено специфическими 
особенностями ответов отдельных субрегионов 
этих ядер, что требует проведения дальнейшего 
более детального анализа.

Экспрессия гена bcl-xl в дорсальном ядре 
шва демонстрировала тенденцию к увеличению  

Рис. Экспрессия генов и белков TPH2 (а) и Bcl-xL (б) после стресса принудительного плавания. 
1 – контроль (нестрессированные животные), 2 – после двух дней стресса, 3 – после стресса в течение 14 дней. * p < 0,05  
по сравнению с контролем, ** p < 0,05 по сравнению с двухдневным воздействием.

Fig. Gene and protein expression of TPН2 (a) and Bcl-xL (b) after the forced swim stress. 
1 – control (unstressed animals), 2 – after the second stress, 3 – after stress for 14 days. * p < 0,05 vs. an appropriate control; 
** p < 0,05 vs. the second stress.
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(p < 0,069) после непродолжительного воздей
ствия, но к снижению (p < 0,065) – после дли-
тельного воздействия (рис., б). В медианном 
ядре непродолжительный стресс не влиял на 
экспрессию гена bcl-xl, в то время как дли-
тельное воздействие достоверно увеличивало 
экспрессию антиапоптозного фактора. Уровень 
белка Bcl-xL был достоверно увеличен в обоих 
ядрах после непродолжительного воздействия. 
После двухнедельного принудительного пла-
вания количество антиапоптозного белка в 
медианном ядре продолжало оставаться повы-
шенным, хотя и в значительно меньшей степени 
по сравнению с двухдневным воздействием, в то 
время как в дорсальном ядре содержание Bcl-xL 
после двух недель не отличалось от уровня у 
контрольных нестрессированных животных.

Характер индуцированных стрессом изме-
нений экспрессии антиапоптозного белка, а 
именно повышение уровня белка Bcl-xL, об-
наруженное после повторного плавания, может 
быть проявлением экстренного адаптивного 
ответа, направленного на защиту нейронов, в 
том числе и серотонинергических, от поврежда-
ющего действия стресса. Острые стрессорные 
воздействия, среди которых и принудительное 
плавание, как было показано, индуцируют в 
мозге гибель клеток (Heine et al., 2004). Опре
деленным свидетельством положительного 
действия Bcl-xL на 5-НТ нейроны после пов-
торного плавания могут служить достоверное 
увеличение в это время уровня белка TPH2 в 
нейронах медианного ядра и небольшая тенден-
ция к такому увеличению, хотя и не достигаю-
щему уровня достоверности, в дорсальном ядре.  
В процессе повторяющихся плаваний ответ 
белка Bcl-xL на стресс снижается, что может со-
провождаться уменьшением защитного эффекта 
и, возможно, явиться причиной ослабления 
активности 5-НТ нейронов и, соответственно, 
5-НТ нейротрансмиссии в ключевых для пси-
хоэмоциональной регуляции структурах мозга. 
В этих условиях для поддержания базального 
уровня белка фермента, по крайней мере, в 
клеточных телах нейронов, очевидно, необ-
ходимо повышение активности системы его 
синтеза. Достоверное увеличение уровня мРНК 
tph2 в обоих исследованных ядрах может быть 
показателем такой компенсаторной активации 
5-НТ системы.  Хотя представленная гипотеза 

нуждается в дальнейшей экспериментальной 
проверке, она предлагает первый реальный 
механизм парадоксального увеличения экс-
прессии гена tph2 (Bach-Mizrachi et al., 2008) и 
уровня его белка (Boldrini et al., 2005) в ядрах 
шва депрессивных больных. 
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Summary

Stressful events induce changes in the expression of numerous genes and their protein products in the 
brain. However, the mechanisms mediating these changes, as well as their significance for the development 
of stress-induced depression or for coping with stress, remain obscure. Evidence for the sensitivity of 
tryptophan hydroxylase-2 (TPH2), the rate-limiting enzyme of the serotonin (5-HT) pathway, to stress 
is concisely reviewed, as well as the neuroprotective function of the anti-apoptotic protein Bcl-xL in the 
brain. The aim of our experiments was to investigate the gene and protein expression of TPH2 and Bcl-xL 
in the dorsal (DRN) and median (MRN) raphe nuclei during repeated stress events. Gene (RT PCR) and 
protein (immunohistochemistry) expression was assessed 24 hours after the second and fourteenth forced 
swim sessions. The increase in TPH2 protein expression observed after the second swim stress exposure 
might reflect the protective action of Bcl-xL. During the subsequent stressful events, the stress-induced 
increase in Bcl-xL expression decreased. This effect was associated with the weakening of serotonergic 
neuron function evidenced by the compensatory activation of the TPH2 gene expression without TPH2 
protein increase. Thus, short- and long-term forced swimming resulted in qualitatively different alterations 
in brain expression of TPH and Bcl-xL, suggesting their specific roles during acute and chronic stages in 
the development of stress-induced psychopathology. These changes may constitute a component of the 
mechanisms underlying elevated tph2 gene expression in depressed patients.

Key words: forced swim stress, tryptophan hydroxylase-2, Bcl-xL, depression. 
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