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ВЛИЯНИЕ МАТЕРИНСКОЙ
МЕТИЛОБОГАЩЕННОЙ ДИЕТЫ

НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНА 
РЕЦЕПТОРА ГЛЮКОКОРТИКОИДОВ

В ГИППОКАМПЕ У КРЫС,
СЕЛЕКТИРУЕМЫХ ПО ПОВЕДЕНИЮ

Исследована экспрессия гена рецептора глюкокор�

тикоидов (ГР) у серых крыс, селектируемых на агрес�

сивное и доместикационное поведение по отношению к

человеку, а также у потомков самок разного поведения,

содержащихся во время беременности на метилобога�

щенной диете. Показано значительно большее количес�

тво мРНК ГР в гиппокампе у доместицированных крыс,

чем у агрессивных. Одним из основных механизмов регу�

ляции экспрессии гена рецептора ГР является метили�

рование ДНК промотора его гена. Установлено досто�

верное снижение уровня мРНК ГР у ручных крыс под влия�

нием метилобогащенной диеты.

Введение. Важную роль в эволюции высших

позвоночных, по�видимому, играют изменения

нейрогормональных регуляторных систем,

связанных с поведением [1, 2]. Особое внима�

ние своим широким регуляторным воздейст�

вием на всех уровнях организма привлекает

гипоталамо�гипофизарно�надпочечниковая

система (ГГНС), являющаяся ключевой в раз�

витии реакции на стресс. Ее значение в эво�

люционном процессе может повышаться при

резком изменении среды обитания, климата

или при переходе в новую экологическую ни�

шу. При этом усиливается давление стресса,

а устойчивость к стрессу становится одним из

основных критериев приспособленности жи�

вотных, которые способны выдерживать из�

менения состояния гормональной системы,

связанные с усилением стресса, без депрессии

размножения [2].

Экспериментальная доместикация живот�

ных является прекрасной моделью эволюцион�

ного процесса в описанных условиях, при этом

сильнейшим стрессирующим агентом высту�

пает контакт диких животных с человеком, а

экстремальный отбор на доместикационное

поведение является также отбором на стресс�

реактивность [2]. Одним из объектов такого от�

бора, проводимого в Институте цитологии и

генетики СО РАН, являются дикие серые кры�

сы. В результате эксперимента у этих животных

произошли значительные изменения во всех

звеньях ГГНС, свидетельствующие об общем

ослаблении функциональной активности сис�

темы под влиянием отбора на доместикацию

[3, 4]. Существенно более низкая реакция на

стресс у крыс из доместицированной популя�

ции по сравнению с агрессивными, по�видимо�

му, связана с повышенной чувствительностью

отрицательной обратной связи ГГНС, основным

звеном которой являются рецепторы глюко�

кортикоидов (ГР) в гиппокампе [5, 6]. Показа�

но, что у доместицированных крыс количество

ГР в гиппокампе выше, чем у агрессивных [7].

Однако чем же могут быть обусловлены эти раз�

личия? Одним из основных механизмов регуля�

ции количества ГР является изменение про�

филя метилирования промотора его гена [8].

В настоящей работе нами была исследова�

на экспрессия гена ГР в гиппокампе и влия�
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ние на нее материнской метилобогащенной

диеты у серых крыс, селектируемых по пове�

дению.

Материалы и методы. Животные. В работе

использовались серые дикие крысы 68–69 по�

колений отбора на элиминацию и усиление

агрессивно�оборонительной реакции по от�

ношению к человеку [9] (ручные и агрессив�

ные крысы соответственно). 

Матери опытных ручных и агрессивных

крыс содержались во время беременности

и 5 дней после родов на метилобогащенной

диете [10], а матери контрольных – на стан�

дартном питании. Эксперимент проводили

на трехмесячных самцах. Для оценки актив�

ности ГГНС в ответ на стрессорное воздейст�

вие исследовали содержание кортикостерона

в периферической крови. За 4 сут  до экспери�

мента животные были рассажены в индивиду�

альные клетки. 

В качестве стрессорного воздействия ис�

пользовали ограничение подвижности в тече�

ние 30 мин. Пробы крови брали из хвостовой

вены до начала эксперимента (базальный уро�

вень) и через разные отрезки времени после

окончания стресса. 

Уровень кортикостерона в плазме крови

определяли методом конкурентного белково�

го связывания [11].

Выделение РНК и ДНК. Крыс быстро дека�

питировали, извлекали головной мозг и отде�

ляли гиппокамп. Ткани замораживали и хра�

нили в азоте. Суммарную РНК выделяли с по�

мощью «TRI Reagent» («Sigma», США) в соот�

ветствии с протоколом фирмы�изготовителя.

ДНКазная обработка и реакция обратной
транскрипции. РНК (2 мкг) обрабатывали

ДНКазой I («Fermentas», Литва) с добавлени�

ем ингибитора РНКаз RNasin («Promega»,

США). Затем синтезировали кДНК с помо�

щью M�MLV рекомбинантной обратной тран�

скриптазы («Sigma», США), доведя объем ре�

акционной смеси до 25 мкл.

Полуколичественная ОТ�ПЦР. Амплифици�

ровали фрагменты кДНК ГР (номер доступа

Y12264) и глицеральдегит�3�фосфат дегидро�

геназы (GAPDH; номер доступа NC_005103),

используемого в качестве внутреннего конт�

роля экспрессии. Праймеры подбирали с по�

мощью программы Primer3:

Нуклеотидные последовательности 
использованных праймеров

GRcom�F TCTCAGCAGCAGGATCAGAA

GRcom�R GCTGGATGGAGGAGAGCTTA

GAPDH�F GTCGGTGTCAACGGATTTG

GAPDH�R ACAAACATGGGGGCATCAG

GR17�F [8] CCTCCCAGGCCAGTTAATATTTGC

GR17�R [8] AAGGAGAATCCTCTGCTGCT

b�tub�F [8] TGCGTGTGTACAGGTGAATGC

b�tub�R [8] AGGCTGCATAGTCATTTCCAAG

Амплификацию ГР и GAPDH проводили

параллельно в 25 мкл реакционной смеси, со�

держащей 0,01 мкл продукта реакции обратной

транскрипции, 2,5 10�ПЦР�буфера, 2,5 мМ

MgCl2, по 0,25 мМ каждого из четырех дНТФ,

1 ед. акт. Taq ДНК�полимеразы (все реактивы –

производства лаборатории «Медиген», Россия)

и 1 мкМ каждого праймера («Биоссет», Рос�

сия). Количество циклов ПЦР (45 с при 94 °С,

45 с при 61 °С, 45 с при 72 °С) находились в

пределах от 26 до 35. Электрофоретическое раз�

деление продукта реакции осуществляли в

агарозном геле (2 %) с бромистым этидием

для визуализации ДНК�фрагментов ГР

(201 п.н.) и GAPDH (397 п.н.). Анализ оптичес�

кой плотности производили с использовани�

ем системы BioDocII («Biometra», Германия).

Количество мРНК ГР в каждом образце оце�

нивали как отношение оптической плотности

ПЦР�продукта GRcom к оптической плотности

ПЦР�продукта GAPDH.

Количественная ОТ�ПЦР в реальном времени.
Для амплификации фрагментов экзона 17 ГР и

в�III тубулина (внутренний контроль экспрес�

сии) использовали ту же кДНК, что и для

оценки общей экспрессии гена ГР. Реакцию

осуществляли согласно методике, описанной

Вивером с соавт. [8], со следующей существен�

ной модификацией: перед добавлением в реак�

ционную смесь синтезированный кДНК�про�

дукт разбавляли в 20 раз, что необходимо для

успешного прохождения реакции [12] и ана�

лиза концентрации мРНК в исследуемых об�

разцах [13]. Амплификацию экзона 17 ГР и в�

III тубулина проводили параллельно в реак�

ционной смеси объемом 25 мкл с использова�

нием комплекта реагентов для проведения

ПЦР�РВ в присутствии SYBR Green I («Син�

тол», Россия) в соответствии с рекомендация�

ми фирмы�производителя. В смесь добавляли
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0,05 мкл продукта реакции обратной транс�

крипции и по 5 мкмоль каждого из двух прай�

меров. ПЦР в реальном времени осуществляли

в ЦКП функциональной геномики (ИЦиГ СО

РАН) на приборе ABI PRISM�7000 Sequence

Detection System («Applied Biosystems», США).

Параметры ПЦР в реальном времени: 15 с при

95 °С, 15 с при 60 °С, 30 с при 72 °С. Данные,

полученные в каждом цикле, анализировали с

помощью программы LinRegPCR 7.2, позволя�

ющей учитывать эффективность каждой ин�

дивидуальной реакции. Количество мРНК ГР

с экзоном 17 в каждом образце оценивали как

отношение начальных концентраций мРНК

ГР и мРНК в�III тубулина. Специфичность

ПЦР�продукта оценивали с помощью анализа

кривой плавления и результатов электрофоре�

тического разделения продукта в агарозном

геле (2 %) на наличие праймер�димеров.

Результаты исследований и их обсуждение.
Регуляция экспрессии генов многих нейропеп�

тидов и нейромедиаторов, связанных с пове�

дением, происходит при участии ГР головного

мозга и, в частности, гиппокампа [6], поэтому

изучение экспрессии гена ГР при отборе по

поведению представляет особенный интерес.

В настоящем исследовании показано, что ко�

личество мРНК ГР в гиппокампе ручных крыс

почти в два раза выше, чем у агрессивных

(рис. 1), что хорошо соответствует полученным

ранее данным об уровне цитозольного ГР в

указанной структуре мозга [7]. Исходя из этого

можно предположить, что различия в коли�

честве ГР, по всей вероятности, обусловлены

соответствующими различиями в количестве

его мРНК.

Каковы же причины наблюдаемых измене�

ний? Многолетний отбор на ручное поведение,

с одной стороны, и агрессивное, с другой, без

сомнения должен был привести к существен�

ным изменениям генотипа. Исследования, про�

веденные на наших крысах, выявили локусы

количественных признаков, вносящих значи�

тельный вклад в ручное поведение и некото�

рые другие фенотипические признаки [14].

Но является ли изменение генотипа не толь�

ко необходимой, но и достаточной причиной

наблюдаемых фенотипических различий? По�

следнее время широко обсуждаются эпигене�

тические модификации генов под влиянием

как внутренних онтогенетических процессов,

так и факторов внешней среды [15, 16]. Груп�

пой канадских исследователей под руководст�

вом Мини [17] был вскрыт эпигенетический

механизм изменений экспрессии гена ГР в

гиппокампе, происходящих под влиянием ма�

теринской заботы или неонатального хэндлин�

га. У крыс, воспитанных матерями, которые

имели повышенное число контактов с детены�

шами (ПЧКД), во взрослом состоянии наблю�

дается пониженная тревожность, сниженный

уровень глюкокортикоидов в крови и повы�

шенное количество ГР и их мРНК в гиппокам�

пе по сравнению с крысами, воспитанными

матерями, которые имели сниженное число

контактов с детенышами (СЧКД) [17]. Опи�

санные различия во многом схожи с изменени�

ями, наблюдаемыми в нашем эксперименте.

Вивер с соавт. [18] показали, что различия

между крысами, связанные с материнским по�

ведением, обусловлены изменением профиля

метилирования промотора гена ГР в тканях

гиппокампа. У крыс, воспитанных матерями с

ПЧКД, уровень метилирования ДНК промо�

тора гена ГР ниже, а экспрессия гена ГР выше,

чем у крыс, воспитанных матерями с СЧКД.

Введение метионина в гиппокамп взрослым
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Рис. 1. Количество мРНК ГР в гиппокампе агрессив�

ных (1) и ручных (2) серых крыс (8 животных в каждой

группе): а – электрофореграмма амплифицированного

с помощью ОТ�ПЦР участка мРНК ГР, выделенной из

тканей гиппокампа (201 п.н.); б – относительная опти�

ческая плотность амплифицированного участка мРНК

ГР, выделенной из тканей гиппокампа. ** P < 0,01 по 

сравнению с агрессивными крысами



животным, воспитанным матерями с ПЧКД,

изменяет профиль метилирования промотора

гена ГР и количество ГР в гиппокампе, а также

динамику ответа на стресс до уровня крыс, вос�

питанных матерями с СЧКД.

Сходство широкой модификационной из�

менчивости поведения и ГГНС при хэндлинге

крыс с различиями, возникающими при отбо�

ре на ручное и агрессивное поведение, позво�

ляет предположить, что микроэволюционные

изменения в нашем эксперименте шли соглас�

но теории стабилизирующего отбора Шмаль�

гаузена. 

При экстремальном давлении отбора моди�

фикационная изменчивость могла канализи�

ровать течение эволюционного процесса [1,

19]. Последние годы большое внимание ис�

следователей, в этом ключе, привлекают быст�

ро возникающие эпимутации, подобные опи�

санным выше, часть которых могут быть впол�

не стабильными [15, 16].

Из литературы известно, что содержание бе�

ременных мышей на метилобогащенной диете

также влияет на фенотип потомков и профиль

метилирования некоторых генов, что в дальней�

шем может передаваться по наследству на про�

тяжении, по крайней мере, нескольких поко�

лений [20]. Для того чтобы установить, повлияет

ли подобная диета на фенотип ручных и аг�

рессивных крыс, нами также был поставлен

эксперимент с кормлением крыс метилобога�

щенными добавками во время беременности.

Метилобогащенная диета матерей сущест�

венно не изменила временную динамику со�

держания кортикостерона в крови в ответ

на стресс у потомков агрессивных крыс (рис.

2, а). У потомков же ручных матерей с метил�

обогащенной диетой во время беременности

снижение уровня кортикостерона в крови после

окончания стресса происходило значительно

медленнее, чем у контрольных ручных самцов

(рис. 2, б), что, вероятно, свидетельствует об

изменении отрицательной обратной связи

ГГНС у опытных ручных потомков.

Исследования уровня мРНК ГР, проведен�

ные методом полуколичественной ОТ�ПЦР, в

свою очередь показали снижение количества

мРНК ГР у ручных крыс, пренатально содер�

жащихся на метилобогащенной диете, по срав�

нению с контролем почти до уровня агрессив�

ных животных. В то же время кормление аг�

рессивных крыс аналогичными добавками не

привело к достоверным изменениям в уровне

мРНК ГР (рис. 3). Это хорошо согласуется с

данными о временной динамике уровня кор�

тикостерона в ответ на стресс (рис. 2) и явля�

ется дополнительным подтверждением пред�

положения о влиянии материнской метилобо�

гащенной диеты на отрицательную обратную

связь у ручных крыс. Кроме того, полученные

данные позволяют предположить, что измене�

ние профиля метилирования ДНК промотора

гена ГР, по�видимому, вносит определенный

вклад в различия по количеству мРНК

ГР в гиппокампе ручных и агрессивных крыс.

Исходя из данных литературы [18], можно

предположить, что степень метилирования

ДНК промотора гена ГР у агрессивных крыс

выше, чем у ручных, поэтому метилобогащен�
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Рис. 2. Уровень кортикостерона (по вертикали, мкг %) в

крови у потомков самок, содержавшихся на метилобо�

гащенной диете, после 30�минутного рестрикционного

стресса (12 животных в каждой группе): а – агрессив�

ные крысы; б – ручные крыс. ** P < 0,01; *** P < 0,001 по 

сравнению с контролем



ная диета не оказывает заметного влияния на

количество мРНК ГР в гиппокампе агрессив�

ных крыс, однако вносит изменения в про�

филь метилирования ДНК ручных животных.

Известно, что мРНК ГР транскрибируется

в виде нескольких вариантов, отличных по 5’�

нетранслируемой области, однако идентичных

по белок�кодирующим экзонам. Механизм

альтернативной транскрипции гена ГР связан

с возможностью инициации транскрипции

с нескольких различных промоторов и после�

дующим альтернативным сплайсингом [21].

По мнению Вивера с соавт. [18], различия меж�

ду крысами, связанные с материнским пове�

дением, обусловлены изменением транскрип�

ции под контролем промотора нетранслируе�

мого альтернативного экзона 17. Содержащая

этот экзон мРНК является специфичной для

гиппокампа. Именно для промотора экзона 17

были показаны упомянутые выше изменения

профиля метилирования ДНК, вызывающие

различия в уровне транскрипции мРНК ГР.

У крыс, воспитанных матерями с СЧКД, час�

тота метилирования сайта связывания факто�

ра транскрипции NGFI�A, находящегося в

промоторной области, достигает 100 %. Это

затрудняет его посадку, вследствие чего уро�

вень транскрипции мРНК ГР с экзоном 17 у

таких животных снижен.

Чтобы проверить, вносит ли транскрипция

под контролем промотора экзона 17 вклад в

наблюдаемые нами изменения в уровне мРНК

ГР при содержании животных на метилобога�

щенной материнской диете, с помощью более

чувствительного метода (ОТ�ПЦР в реальном

времени) были исследованы те же образцы, что

и для определения общего количества мРНК

ГР. Однако мы не получили достоверных раз�

личий между группами. Уровень мРНК ГР

с экзоном 17 не различался у ручных и агрес�

сивных крыс (0,54 ± 0,03 и 0,44 ± 0,20 соот�

ветственно; n = 3 животных в каждой группе)

и не изменялся под влиянием метилобогащен�

ной диеты ни у ручных, ни у агрессивных

крыс (0,63 ± 0,25 и 0,44 ± 0,19 соответствен�

но; n = 3 животных в каждой группе). При

этом уровень метилирования ДНК промотор

экзона 17 гена ГР в тканях гиппокампа также

не изменялся и оставался крайне низким.

По�видимому механизм изменений, наблю�

даемых как при отборе по поведению, так и

при содержании матерей на метилобогащенной

диете, отличается от механизма, описанного

при различном материнском поведении. По

всей вероятности в нашем эксперименте тран�

скрипция гена ГР под контролем промотора

экзона 17 не вносит заметного вклада в изме�

нения количества мРНК ГР.

Группой немецких ученых были проведены

исследования, post mortem, пациентов с забо�

леваниями, вызывающими изменения в ГГНС.

Экзон 1�F гена ГР человека гомологичен эк�

зону 17 крысы, а последовательность ДНК

промотора этого экзона является высококон�

сервативной у крысы, мыши, человека и не�

которых других млекопитающих. Однако по�

лученные данные не показали каких�либо

различий в профиле метилирования промотора
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Рис. 3. Влияние материнской метилобогащенной дие�

ты на количество мРНК ГР в гиппокампе серых крыс

(8 животных в каждой группе): а – электрофореграм�

ма амплифицированного с помощью ОТ�ПЦР участ�

ка мРНК ГР (201 п.н.), выделенной из тканей гиппо�

кампа; б – относительная оптическая плотность амп�

лифицированного участка мРНК ГР, выделенной

из тканей гиппокампа; 1 – ручные крысы; 2 –агрес�

сивные крысы; *** P < 0,001 ручные опытные по срав�

нению со своим контролем; ### P < 0,001 агрессивные

контрольные по сравнению с ручными контрольными;
++ P < 0,01 ручные опытные по сравнению с агрессив�

ными опытными



экзона 1�F между больными и контрольной

группой исследуемых. Уровень же метилирова�

ния консенсусной последовательности фактора

транскрипции NGFI�A оказался ничтожно

мал [22]. Известно, что мРНК ГР, содержащая

экзон 17, составляет лишь 8 % общего коли�

чества мРНК этого рецептора [21], и, по�ви�

димому, механизм изменения количества ГР

может быть связан с транскрипцией мРНК

ГР под контролем более сильных промоторов.

В недавних работах Лилликроп и др. [23]

показано, что транскрипция с промотора эк�

зона 110 в тканях печени крыс при белково�де�

фицитной материнской диете повышается,

вероятно, также вследствие изменения про�

филя метилирования этого промотора. Вместе

с тем следует отметить, что в рассматриваемом

альтернативном промоторе тоже есть консен�

сусная последовательность транскрипцион�

ного фактора NGFI�A, а количество мРНК

ГР с экзоном 110 составляет более 60 % общего

уровня мРНК этого рецептора как в печени,

так и в гиппокампе. Вместе с тем показано,

что изменения количества мРНК ГР в гиппо�

кампе под воздействием хэндлинга, по всей

видимости, не связаны с экзоном 110, несмот�

ря на установленную зависимость с количест�

вом транскриптов, содержащих этот экзон, в

печени [21].

Экспрессия гена ГР имеет сложную регу�

ляцию [21, 24], поэтому не исключено также,

что метилобогащенная диета влияет не на сам

ген ГР, а на один из его факторов транскрип�

ции или другое звено генной сети. Кроме того,

насколько нам известно, до сих пор не прово�

дились исследования механизма изменений

экспрессии гена ГР в гиппокампе, возникаю�

щих вследствие пренатального стрессирования

[25]. Возможно, они также не связаны с изме�

нениями транскрипции под контролем про�

мотора экзона 17. Между тем весьма вероятно,

что в нашем эксперименте различия в экспрес�

сии гена ГР устанавливаются именно в прена�

тальный, а не в ранний постнатальный период.

На это указывает и сам характер диеты, из

которой после рождения крысят исключался

метионин, а также значительно сокращалось

содержание других активных компонентов.

Возможно, изменения экспрессии гена ГР

происходят в один из особенно чувствитель�

ных периодов эмбрионального развития.

Одним из таких периодов является установле�

ние пола эмбриона во время заселения зачат�

ков гонад первичными половыми клетками

(8–14�й день беременности). В это время про�

исходит реметилирование многих генов, на

что могут влиять различные факторы [26]. Бо�

лее того, предполагается, что именно прена�

тальные изменения играют важнейшую роль

в эволюции организмов [27].

Выводы. Таким образом, нами показано,

что различия в количестве ГР в гиппокампе

сопровождаются соответствующей разницей

в уровне их мРНК. Однако количество мРНК

ГР, содержащей экзон 17, не отличается у руч�

ных и агрессивных крыс и не изменяется вслед�

ствие кормления матерей метилобогащенны�

ми добавками. Тем не менее установлено, что

метилобогащенная материнская диета вызы�

вает достоверное снижение общего количест�

ва мРНК ГР в гиппокампе ручных крыс по

сравнению с контролем.

Работа выполнена при финансовой поддерж�
ке РФФИ (грант № 08–04–01412) и Програм�
мы президиума РАН «Молекулярная и клеточная
биология».

Yu.E. Herbeck, I.N. Oskina, R.G. Gulevich, I.Z. Plyusnina

EFFECTS OF MATERNAL METHYL�

SUPPLEMENTED DIET ON HIPPOCAMPAL

GLUCOCORTICOID RECEPTOR mRNA 

EXPRESSION IN RATS SELECTED 

FOR BEHAVIOR

Here we report that selection for behavior and maternal

methyl�supplemented diet alters rat hippocampus gluco�

corticoid receptor (GR) mRNA expression. Tame selec�

tion is associated with increased GR mRNA expression as

compared with aggressive rats, whereas maternal methyl�

supplemented diet inhibits tame rat GR gene activity. The

gene promoter methylation is a way to alter GR expression.

Ю.Е. Гербек, І.Н. Оськіна, Р.Г. Гулевич, І.З. Плюсніна

ВПЛИВ МАТЕРИНСЬКОЇ МЕТИЛЗБАГАЧЕНОЇ

ДІЄТИ НА ЕКСПРЕСІЮ ГЕНА РЕЦЕПТОРА

ГЛЮКОКОРТИКОЇДІВ В ГІППОКАМПІ

У ЩУРІВ, ЩО СЕЛЕКТУЮТЬСЯ

ЗА ПОВЕДІНКОЮ

Досліджено експресію гена рецептора глюко�

кортикоїдів (ГР) у сірих щурів, що селектуються на
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агресивну та доместикаційну поведінку по відно�

шенню до людини, а також у нащадків самиць різної

поведінки, яких утримували під час вагітності на

метилзбагаченій дієті. Показано значно більшу кіль�

кість мРНК ГР в гіппокампі у доместикаційних щурів,

ніж у агресивних. Одним з основних механізмів ре�

гуляції експресії гена рецептора глюкокортикоїдів є

метилювання ДНК промотора його гена. Встановлено

достовірне зниження рівня мРНК ГР у ручних щурів

під впливом метилзбагаченої дієти.
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