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Серотонин участвует в регуляции широкого спектра функций иммунной системы у половозрелых
животных. Ранее нами было показано, что подавление синтеза серотонина у плодов в период фор-
мирования тимуса приводит к долгосрочным необратимым изменениям в функционировании
Т-системы иммунитета. Однако механизмы морфогенетического влияния серотонина на развитие
тимуса остаются невыясненными. В данной работе была выявлена экспрессия мРНК и белкового
продукта серотонинового рецептора 1а типа (Htr1a) в тимусе плодов. Однократное введение плодам
in utero антагониста Htr1a (NAN-190) на 17-й день эмбрионального развития вызывало стойкое по-
вышение функциональной активности Т-лимфоцитов в постнатальной жизни. На модели органо-
типической культуры эмбрионального тимуса показано, что блокада Htr1a ускоряет дифференци-
ровку Т-лимфоцитов на самых ранних стадиях их развития и слабо влияет на образование зрелых
форм Т-клеток помощников и цитотоксических Т-лимфоцитов. Присутствие в развивающемся ти-
мусе рецепторов Htr1a подтверждает возможность прямого влияния серотонина на формирование
этого органа. Установлено, что серотонин через Htr1a способен изменять баланс цитокинов в фор-
мирующемся тимусе, что может лежать в основе механизмов онтогенетической пластичности им-
мунной системы. Цитокины, ответственные за дифференцировку клеточных элементов тимуса, по-
видимому, являются одним из ключевых звеньев, через которые реализуется морфогенетический
эффект серотонина, опосредованный активацией Htr1a рецептора.
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ВВЕДЕНИЕ
Нейротрансмиттер серотонин участвует в ре-

гуляции широкого спектра биологических функ-
ций, как в мозге, так и в периферических органах,
в том числе в иммунной системе. У половозрелых
животных серотонин контролирует процессы
врожденного и адаптивного иммунитета (Baganz,
Blakely, 2013). Свои иммунотропные эффекты се-
ротонин осуществляет через специфические ре-
цепторы (Cloëz-Tayarani, Changeux, 2007; Arreola
et al., 2015). Механизмы иммуномодуляторного
действия серотонина характеризуются клеточной
специфичностью и зависят от экспрессии тех или
иных типов рецепторов на клетках иммунной си-
стемы. В частности, описано влияние серотонина
на активность естественных клеток-киллеров,
дендритных клеток и макрофагов, хемотаксис, сек-
рецию цитокинов, апоптоз, пролиферацию, диф-

ференцировку и активацию лимфоцитов, а также
их созревание в лимфоидных органах (Arreola
et al., 2015; Herr et al., 2017). Иммуномодулятор-
ные функции серотонина у половозрелых живот-
ных и человека изучены достаточно полно, в то
время как данные о его участии в развитии им-
мунной системы немногочисленны и, главным
образом, охватывают ранний постнатальный пе-
риод.

Становление отдельных структурно-функцио-
нальных элементов иммунной системы характе-
ризуется высокой адаптационной пластичностью
и чувствительностью ко многим регуляторным
факторам, одним из которых является серотонин.
Ранее нами было показано, что пренатальный де-
фицит серотонина в период формирования тимуса
приводит к существенным долгосрочным измене-
ниям клеточного состава тимуса и к нарушениям в
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функционировании Т-системы иммунитета вплоть
до половозрелого возраста (Мельникова и др.,
2012). Однако механизмы морфогенетического
действия серотонина на развитие тимуса остаются
невыясненными, в частности, отсутствие данных
об экспрессии рецепторов к серотонину в тимусе
плодов не позволяет судить о возможности прямо-
го влияния серотонина на развитие этого органа.

В настоящее время выделяют семь семейств
серотониновых рецепторов: Htr1, Htr2, Htr3,
Htr4, Htr5, Htr6 и Htr7, многие из которых вклю-
чают подтипы (Kroeze, Roth, 2006). У половозре-
лых животных клетки иммунной системы экс-
прессируют почти все типы серотониновых рецеп-
торов, однако, наиболее представленным является
Htr1а. Экспрессия Htr1а выявлена в тимусе, селе-
зенке, лимфатических узлах, а также на циркули-
рующих в крови Т-лимфоцитах. Через этот тип ре-
цепторов серотонин способен модулировать диф-
ференцировку, пролиферацию и функциональную
активность Т-лимфоцитов, а также их созревание в
лимфоидных органах у половозрелых животных
(Arreola et al., 2015). Антагонисты Htr1а подавляют
пролиферацию Т-лимфоцитов, индуцированную
митогенами или интерлейкином 2 (ИЛ-2), а так-
же секрецию цитокинов, таких как ИЛ-2 и интер-
ферон-γ (ИФН-γ) (Aune et al., 1994).

Многочисленные исследования свидетель-
ствуют, что Htr1a рецепторы играют важную роль
в регуляции развития многих отделов мозга у пло-
дов (Albert, Lemonde, 2004; Gleason et sl., 2010; Ki-
shi et al., 2011). Нарушение баланса серотонина в
период формирования мозга приводит к долго-
срочным структурно-функциональным измене-
ниям, опосредованным в значительной степени
через Htr1a. У человека полиморфизм гена Htr1a,
обусловленный точечными мутациями в промо-
терном участке, связывают с патогенезом шизо-
френии, биполярного расстройства, депрессии,
склонности к суициду (Albert, Lemonde, 2004; Ki-
shi et al., 2011). Тимус и мозг формируются в раз-
витии параллельно, однако, роль Htr1a в регуля-
ции развития иммунной системы до настоящего
времени не исследовали.

В данной работе мы установили, что Htr1a ре-
цепторы экспрессируются в тимусе плодов крыс
и оценили отдаленные последствия блокады этих
рецепторов в период активного формирования ти-
муса. На модели органотипической культуры эм-
бриональных тимусов изучили влияние блокады
Htr1a рецепторов на дифференцировку Т-лимфо-
цитов, а также предложили возможные механизмы
реализации эффектов серотонина на развиваю-
щийся тимус, в частности, выявили его влияние на
экспрессию тимических цитокинов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные и экспериментальные процедуры. Ра-

бота проведена на крысах Вистар, которых содер-
жали в стандартных условиях с контрольным ре-
жимом освещения и свободным доступом к пище
и воде. Для получения самок с датированным сро-
ком беременности использовали трех–четырехме-
сячных крыс весом 200–250 г. День обнаружения
сперматозоидов в вагинальном мазке считали пер-
вым днем эмбрионального развития (Э1), день
рождения крысят считали первым постнатальным
днем (П1). Выделение экспериментального мате-
риала выполняли под изофлурановым ингаляци-
онным наркозом с соблюдением правил проведе-
ния работ с использованием экспериментальных
животных. В работе использовано 38 беременных
самок крыс.

Исследование возрастной динамики экспрессии
Htr1a в тимусе крыс. Экспрессию мРНК и белка
Htr1a изучали методами полуколичественного
ПЦР с обратной транскрипцией и Вестерн-блот-
тинга в тимусе плодов (в период Э16–Э21) и пост-
натальных крыс (П3).

ПЦР. Выделение тотальной РНК из тимусов,
обратную транскрипцию и ПЦР проводили в со-
ответствии с протоколом, описанным ранее (Mel-
nikova et al., 2019). Ген, кодирующий рибосомаль-
ный белок L19 (RPL19), был выбран в качестве
референсного. Анализ продуктов проводили с по-
мощью агарозного гель-электрофореза и системы
видеорегистрации “ChemiDoc MP Imaging Sys-
tem” (“Biorad”). Для исключения ложноположи-
тельного результата проводили отрицательные
контроли – ПЦР без матрицы и ПЦР без обрат-
ной транскрипции. Специфические праймеры,
представленные в табл. 1, подбирали с помощью
сервиса NCBI Primer-BLAST с учетом экзон-ин-
тронной структуры генов. Праймеры подбирали
таким образом, чтобы температура отжига была
во всех случаях одинакова, и составляла 59°С. Для
детекции Htr1a проводили 30 циклов, рефе-
ренсного гена – 25 циклов, а всех остальных об-
разцов – 28 циклов амплификации. Этот параметр
предварительно подбирали для каждого гена экс-
периментально так, чтобы он соответствовал зоне
экспоненциального роста, когда возможен полу-
количественный анализ. Выбор метода ПЦР, а не
ПЦР в реальном времени был обусловлен ограни-
ченными объемами эмбрионального материала, в
то время как в экспериментах, требующих сравне-
ния уровней экспрессии, чувствительность ПЦР
была достаточной.

Вестерн-блоттинг. Получение осветленных го-
могенатов тимусов, электрофорез и перенос бел-
ков на мембрану осуществляли по протоколу,
описанному ранее (Melnikova et al., 2019). На до-
рожку наносили одинаковое количество общего
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белка (по 40 мкг). Качество переноса белков и
точность нанесения проб на дорожки контроли-
ровали с помощью окрашивания мембран Понсо С.
Мембраны инкубировали с первичными антите-
лами кролика к Htr1a (1 : 1000, “Abcam”) в течение
ночи при 4°C. По окончании инкубации мембраны
несколько раз промывали в TNT буфере (10 мМ
Трис-HCl, pH 7.5, 150 мМ NaCl, 0.1% Tween-20) и
инкубировали с вторичными антителами, конъ-
югированными с пероксидазой хрена, к IgG кро-
лика (1 : 10000, “Jackson Immunoresearch”) в тече-
ние 1 ч при комнатной температуре. Мембраны
проявляли стандартным методом усиленной хеми-
люминесценции (ECL) с помощью набора “ECL
Plus Western Blotting Detection Reagents”, (“Amer-
sham”). Рентгеновские пленки сканировали, и
полученные изображения обрабатывали в стан-
дартной программе ImageJ, оценивая интеграль-
ное поглощение белковых полос. Результаты
определения уровня экспрессии исследованных
веществ были нормированы на общее содержа-
ние белка на дорожку.

Для прояснения вопроса о клеточном распре-
делении рецептора, на Э19 исследовали экспрес-
сию белка Htr1a отдельно в тимоцитах и клетках
стромы тимуса. Для этого свежевыделенные ти-
мусы гомогенизировали в стеклянном гомогени-
заторе и фильтровали через капроновый фильтр.
Тимоциты собирали из полученной суспензии
центрифугированием, а образцы стромы тимуса
собирали пинцетом с поверхности фильтра. По-
лученные пробы использовали для Вестерн-блот-
тинга, как описано выше. Для анализа выбран
срок Э19, поскольку он соответствует периоду ак-
тивной дифференцировки всех типов клеток в ти-
мусе, а размер органа уже позволяет получить до-
статочное количество материала для анализа.

Исследование отдаленных последствий прена-
тальной блокады Htr1a рецепторов в тимусе. На
17-й день беременности крысам под изофлурано-
вым наркозом вскрывали брюшную полость и с
помощью гамильтоновского шприца вводили

плодам in utero антагонист Htr1a рецепторов
NAN-190 (1 мкг в 5 мкл на плод), затем рану по-
слойно ушивали. Все манипуляции проводили в
асептических условиях. Контрольным животным
вводили равный объем стерильного 0.9% раство-
ра NaCl. Родившееся потомство выращивали, и
на П20 и П40 оценивали функциональную актив-
ность Т-лимфоцитов тимуса по их способности к
активации Т-клеточным митогеном.

Оценка пролиферативного ответа Т-лимфоци-
тов тимуса на митоген конканавалин А. Функцио-
нальную активность Т-лимфоцитов тимуса оце-
нивали по пролиферативному иммунному ответу,
индуцированному митогеном конканавалином А
(КонА, 2.5 мкг/мл). Пролиферацию клеток оце-
нивали в культуре лимфоцитов по протоколу, опи-
санному ранее (Мельникова и др., 2012), с исполь-
зованием [3H]тимидина (60 Ки/мМ, “Amersham”).
Для одной экспериментальной точки использова-
ли пять лунок. После инкубации клетки переноси-
ли полуавтоматическим харвестером (“Scatron”) на
стекловолокнистые фильтры GF/C (“Whatman”).
Радиоактивность образцов измеряли на сцинтил-
ляционном счетчике “Rack-beta” (“LKB”).

Органотипическая культура эмбриональных ти-
мусов. Органотипическую культуру тимусов, вы-
деленных из плодов на Э18, проводили по прото-
колу, описанному ранее (Cunningham et al., 2016;
Melnikova et al., 2019). Культуру поддерживали в
течение 7 дней с ежедневной заменой культу-
ральной среды и добавлением в среду в опытных
лунках антагониста Htr1a рецепторов NAN-190
(10–7 М, “Sigma”). После культивирования тиму-
сы гомогенизировали в стеклянном гомогениза-
торе, суспензию тимоцитов фильтровали через
капроновый фильтр и отмывали центрифугиро-
ванием. Процентное содержание популяций
Т-лимфоцитов определяли методом проточной
цитометрии.

Анализ состава клеточных популяций тимуса.
Степень зрелости Т-лимфоцитов анализировали

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры, использованные для ПЦР

Ген Последовательность прямого 
праймера

Последовательность обратного 
праймера Размер продукта, п.н.

Htr1a tgaagactctgggcatcatcat acccaacaacgcaggcat 116
RPL19 atcgccaatgccaactct gagaatccgcttgtttttgaa 321
ИЛ-10 tgctcttactggctggagtg cctggggcatcacttctacc 264
ИФН-γ ccctctctggctgttactgc cgaacttggcgatgctcatg 315
ИЛ-1α cccagatcagcacctcacag gcgagtgacttaggacgagg 570
ИЛ-1β tcaagcagagcacagacctg ttctgtcgacaatgctgcct 357
ИЛ-4 ctcatctgcagggcttccag agtgttgtgagcgtggactc 173
ФНО-α ccatgagcacggaaagcatg ggctcataccagggcttgag 586
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с помощью двойного мечения моноклональными
антителами к CD8b и к CD4 антигенам, конъюги-
рованными с фикоэритрином и флуоресцеин изо-
тиоцианатом, соответственно (“Cederlane”). Им-
муноцитохимическое мечение и последующий
анализ клеток на цитометре “Cell Lab Quanta SC”,
(“Beckman-Coulter”) проводили в соответствии с
методом, описанным ранее (Мельникова и др.,
2012; Melnikova et al., 2019).

Оценка влияния серотонина на индуцированную
митогеном пролиферацию Т-лимфоцитов. Т-лим-
фоциты, выделенные из тимусов плодов на Э21,
культивировали с митогеном КонА, как описано
выше. В отдельные лунки за 30 мин до добавления
митогена вносили серотонин в диапазоне кон-
центраций 10–4–10–8 М или антагонист NAN-190
(10–7 М). Через 72 ч оценивали включение [3H]ти-
мидина в клетки.

Оценка влияния митогена КонА на экспрессию
мРНК Htr1a рецепторов в тимусе плодов и поло-
возрелых крыс. Т-лимфоциты, выделенные из ти-
мусов плодов (Э18) и двухмесячных крыс (П60),
инкубировали 24 ч in vitro в присутствии митогена
КонА (2.5 мкг/мл) и без него. Затем в тимусах опре-
деляли мРНК Htr1a рецепторов методом ПЦР.

Анализ синтеза и секреции цитокинов. Тимусы,
выделенные из плодов на Э18, инкубировали в сре-
де RPMI-1640 в присутствии серотонина (10–7 М),
агониста (8-ОН-DPAT 10–7 М) или антагониста
(NAN-190 10–6 M) Htr1a рецепторов в течение 24 ч.
Через 4 ч отбирали пробы среды для оценки выде-
ления цитокинов. Через 24 ч тимусы заморажива-
ли и хранили до определения мРНК цитокинов

методом ПЦР, как описано выше. Концентра-
цию цитокинов в образцах среды определяли с
помощью цитометрических бус согласно прото-
колу производителя (“Rat cytokine f lex set for BD
Cytometric Bead Array”, BD Bioscience). Исполь-
зовали бусы для определения цитокинов: ИЛ-1α,
ИЛ-1β, ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-10, ИФН-γ и фактор не-
кроза опухоли (ФНО-α).

Статистическую обработку данных проводили
с помощью компьютерных программ Excel и Sta-
tistica 7.0. Данные представлены в виде: среднее
значение ± стандартная ошибка. Достоверность
различий оценивали с использованием непара-
метрического критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Htr1a рецептор экспрессируется в формирую-

щемся тимусе у плодов крыс. Методом ПЦР в раз-
вивающемся тимусе плодов крыс обнаружена
экспрессия мРНК Htr1a рецептора с Э16 по П3
(рис. 1а). С помощью Вестерн-блоттинга на тех
же стадиях онтогенеза была подтверждена экс-
прессия белкового продукта Htr1a (рис. 1б). Ана-
лиз клеток, экспрессирующих Htr1a рецептор у
плодов на Э19 показал наличие рецептора как в
Т-лимфоцитах, так и в стромальных элементах
тимуса (рис. 1б).

Пренатальная блокада Htr1a рецепторов в тиму-
се плодов приводит к долгосрочным изменениям
бластогенного потенциала Т-лимфоцитов. Прена-
тальная блокада Htr1a рецепторов вызывала необ-
ратимые изменения функционального состояния
Т-клеточного иммунитета в постнатальном разви-

Рис. 1. Возрастная динамика экспрессии Htr1a рецептора в тимусе крыс с 16-го дня эмбрионального развития (Э16)
по 3-й день постнатального развития (П3), оцениваемая с помощью полимеразной цепной реакции с обратной тран-
скрипцией (а) и Вестерн-блоттинга (б). В качестве положительного контроля использованы гипоталамус (+) и ромб-
энцефалон (++) 21-дневных плодов.
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тии. Однократное введение плодам на Э17 in utero
антагониста NAN-190 приводило к долговремен-
ному повышению функциональной активности
(бластогенного потенциала) Т-лимфоцитов ти-
муса, оцениваемой по пролиферативному ответу
на Т-клеточный митоген КонА, как в пре-, так и в
постпубертатном периоде жизни (рис. 2).

Блокада Htr1a рецепторов влияет на динамику со-
зревания Т-лимфоцитов в органотипической культуре
тимусов плодов. Добавление селективного антаго-
ниста Htr1a рецепторов (NAN-190) в органотипи-
ческую культуру тимусов, выделенных из плодов
на Э18, вызывало существенные изменения в ди-
намике дифференцировки предшественников
Т-лимфоцитов в течение 7 дней in vitro. Доля
наименее зрелых тимоцитов CD4–CD8–-фено-
типа снижалась в 1.7 раза, а популяция двойных
позитивных клеток CD4+CD8+-фенотипа, пред-
ставляющих следующий этап дифференцировки
Т-лимфоцитов, увеличивалась в 3 раза (рис. 3),
что свидетельствует об ускорении самых ранних
этапов дифференцировки предшественников. На
популяции зрелых клеток помощников CD4+-
фенотипа и цитотоксических лимфоцитов CD8+-
фенотипа антагонист Htr1a рецептора не оказы-
вал значимого влияния (рис. 3).

Серотонин и антагонист Htr1a рецепторов не
оказывают влияния на индуцированную митогеном
пролиферацию тимоцитов у плодов крыс. Т-лим-
фоциты, выделенные из плодов на Э21 способны
отвечать на Т-клеточный митоген усилением
пролиферации (рис. 4). В отличие от половозрелых
животных (Мельникова с соавт., 2012) серотонин в
диапазоне концентраций 10–8–10–4 М, а также ан-
тагонист Htr1a рецепторов NAN-190 (10–7 М) не
влияли на пролиферацию Т-лимфоцитов тимуса,
индуцированную митогеном (рис. 4).

Активации Т-лимфоцитов митогеном стимули-
рует экспрессию мРНК Htr1a рецепторов у поло-
возрелых крыс, но не у плодов. У половозрелых
животных активация тимоцитов митогеном вы-
зывала повышение уровня экспрессии мРНК ре-
цептора Htr1a. В отличие от половозрелых живот-
ных, у плодов на Э18 активация тимоцитов мито-
геном в течение 24 ч не влияла на экспрессию
мРНК Htr1a рецепторов (рис. 5).

Htr1a рецептор участвует в регуляции синтеза и
выделения цитокинов в тимусе плодов. Культиви-
рование целых тимусов, выделенных из плодов на
Э18, в присутствии агониста (8-OH-DPAT, 10–7 M)
или антагониста (NAN-190, 10–6 M) Htr1a рецеп-
торов приводило к изменениям секреции ИЛ-10,
ИФН-γ и синтеза мРНК ИЛ-10, ИФН-γ и ФНО-α
(рис. 6, 7), но не влияло на экспрессию ИЛ-1α,
ИЛ-1β, ИЛ-2, ИЛ-4 (данные не представлены).
Исследование секреции цитокинов в среду пока-

зало, что через 4 ч культивирования концентра-
ции ИЛ-1α, ИЛ-2 и ИЛ-4 были менее 40 пг/мл,
т.е. ниже предела чувствительности метода. В
среде была выявлена относительно высокая
концентрация ИЛ-10 (около 300 пг/мл) и ФНО-α
(около 200 пг/мл), причем секреция ФНО-α не
зависела от серотонина и его рецептора Htr1a.
Экспрессия мРНК ФНО-α снижалась под дей-
ствием экзогенного серотонина или агониста и
этот эффект отменялся антагонистом Htr1a (рис. 6).
Применение только антагониста (блокада дей-
ствия внутритимического серотонина) не влияло
на экспрессию мРНК ФНО-α (рис. 6).

Экспрессия мРНК ИЛ-10 не менялась в при-
сутствии агониста Htr1a, но снижалась под вли-
янием антагониста Htr1a (рис. 6). Добавление в
среду экзогенного серотонина или агониста Htr1a
рецепторов стимулировало выделение ИЛ-10
(рис. 7а). Антагонист Htr1a, добавляемый сов-
местно с агонистом, отменял эффект последне-
го, а использование только антагониста не влия-
ло на выделение ИЛ-10 (рис. 7а).

Экспрессия мРНК ИФН-γ снижалась в при-
сутствии антагониста и при совместном приме-
нении агониста и антагониста, но не менялась
при введении только агониста Htr1a рецептора
(рис. 6). Концентрация ИФН-γ в культуральной
среде в контроле составляла около 65 пг/мл и не
менялась в присутствии агониста Htr1a рецепто-

Рис. 2. Индуцированный митогеном конканавали-
ном А (КонА, 2.5 мкг/мл) пролиферативный ответ
лимфоцитов тимуса у крыс, которым на 17-й эмбрио-
нальный день однократно вводили антагонист рецеп-
торов к серотонину Htr1a (NAN-190). Контрольным
животным вводили 0.9%-ный раствор NaCl. Проли-
феративный ответ лимфоцитов оценивали на 20-й и
40-й дни постнатального развития (П20, П40). * р < 0.05
по сравнению с контролем.
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ров (рис. 7б). Добавление в среду экзогенного се-
ротонина незначительно усиливало выделение
ИФН-γ клетками тимуса. Блокада действия внут-
ритимического серотонина с помощью антагони-
ста Htr1a рецепторов снижала секрецию ИФН-γ,
также как и совместное применение агониста и
антагониста Htr1a (рис. 7б). Добавление в среду
экзогенного серотонина стимулировало экспрес-
сию мРНК Htr1a.

ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно полученным данным, у плодов крыс
клетки формирующегося тимуса экспрессируют
Htr1a рецептор на всех изученных стадиях онто-
генеза (Э16–П3). Блокада Htr1a в период актив-
ного формирования тимуса приводит к стойкому
повышению функциональной активности (уве-
личению бластогенного потенциала) Т-лимфо-
цитов в постнатальном периоде жизни. Актива-
ция Htr1a рецепторов в эмбриональном тимусе

изменяет баланс цитокинов, которые, по-види-
мому, являются одним из ключевых звеньев, опо-
средующих морфогенетический эффект серото-
нина на формирование органа.

Присутствие как мРНК, так и соответствующего
белкового продукта Htr1a на стадиях Э16–Э21, в
эмбриональном тимусе свидетельствует о воз-
можности прямого действия серотонина на фор-
мирующийся орган у плодов. Следует отметить,
что белок Htr1a обнаруживается не только на созре-
вающих предшественниках Т-лимфоцитов, но и на
клетках стромы тимуса. Эмбриональный тимус яв-
ляется динамичной системой, где элементы стромы
и тимоциты активно взаимодействуют, и диффе-
ренцировка стромальных элементов тимуса прин-
ципиальным образом зависит от взаимодействия с
первыми лимфопоэтическими предшественника-
ми (Meilin et al., 1995; Anderson et al., 2006), заселя-
ющими эпителиальную закладку тимуса на Э13–16
(Brelinska, Malinska, 2005). Дифференцирующие-
ся предшественники являются транзиторной, по-

Рис. 3. Влияние антагониста Htr1a рецепторов (NAN-190) на дифференцировку Т-лимфоцитов в тимусе плодов. Ор-
ганотипическую культуру тимусов, выделенных из 18-дневных плодов, поддерживали в течение 7 дней in vitro, в куль-
туральную среду добавляли NAN-190 (10–7 М). Экспрессию антигенов CD4 и CD8 анализировали с помощью проточ-
ной цитометрии. * р < 0.05 по сравнению с контролем.
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стоянно обновляющейся популяцией в тимусе, в
то время как стромальные клетки представляют
собой резидентную популяцию, собственно со-
ставляющую ткань тимуса. Строма тимуса обес-
печивает дифференцировку предшественников
Т-лимфоцитов на протяжении всей жизни (Su,
Manley, 2000; Anderson et al., 2006). Это позволяет
предположить, что выявленные нами отдаленные
последствия блокады Htr1a у плодов обусловлены
стойкими изменениями именно в стромальных
элементах тимуса. В нашем исследовании введение
плодам селективного антагониста Htr1a рецепто-
ров именно в период, когда возможно координиру-
ющее действие серотонина на созревание всех ти-
пов клеток тимуса, подтверждает это предполо-
жение. Однако, нельзя исключать, что наряду с
прямым действием серотонина, через рецепторы
в тимусе, возможно и опосредованное влияние
серотонина на тимус через нейро-эндокринную
систему, которая также является мишенью для
морфогенетического действия серотонина (Ugru-
mov et al., 1994; Pronina et al., 2003).

Для изучения роли синтезируемого локально в
тимусе серотонина были проведены исследования
на модели органотипической культуры эмбрио-
нального тимуса. Согласно полученным данным
прямая блокада рецепторов Htr1a ускоряет диффе-
ренцировку Т-лимфоцитов на самых ранних ста-
диях (двойных негативных и двойных позитивных
Т-лимфоцитов) и не влияет существенно на обра-

зование наиболее зрелых форм – Т-клеток-по-
мощников и цитотоксических Т-лимфоцитов.
Использование в данной модели антагониста ре-
цепторов, а не добавление экзогенного серотони-
на, свидетельствует о том, что наблюдаемые эф-
фекты обусловлены именно внутритимическим
серотонином, а не поступающим из общей цирку-
ляции. Полученные результаты хорошо дополняют
существующие представления о том, как происхо-
дит дифференцировка стромальных клеток тимуса
в эмбриогенезе, согласно которым предшествен-
ники Т-лимфоцитов, заселяющие тимус в прена-
тальном периоде развития, задерживаются в органе
значительно дольше, чем это необходимо для диф-
ференцировки предшественников у постнаталь-
ных крыс (Manley, 2000; Brelinska, Malinska, 2005).
По-видимому, задержка пренатальной волны ми-
грации связана с тем, что эти клетки заселяют со-
всем незрелый зачаток тимуса и необходимы для
полноценной дифференцировки стромальных
элементов. Наши данные позволяют предполо-
жить, что одним из механизмов, который в норме
притормаживает дифференцировку ранних ста-
дий предшественников Т-лимфоцитов и тем са-
мым удлиняет время пребывания первой волны
миграции в формирующемся тимусе, может быть
активация Htr1a рецепторов на стромальных эле-
ментах локальным серотонином.

Помимо влияния на строму тимуса, серото-
нин, несомненно, действует и на дифференциру-

Рис. 4. Влияние серотонина (10–8–10–4 М) и антагониста Htr1a рецепторов (NAN-190 10–7 M) на индуцированный
митогеном конканавалином А (КонА 2.5 мкг/мл) пролиферативный ответ тимоцитов, выделенных из 21-дневных
плодов. * р < 0.05 по сравнению с контролем.
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ющиеся Т-лимфоциты. Известно, что у взрослых
животных серотонин через свой рецептор Htr1a
стимулирует пролиферацию активированных
Т-лимфоцитов (Aune et al., 1993; Abdouh et al., 2001).
В зрелых Т-клетках, выделенных из селезенки и
периферической крови, при активации митоге-
ном повышается уровень экспрессии рецептора
Htr1a, что, в свою очередь, усиливает пролифера-
тивный ответ Т-лимфоцитов (Abdouh et al., 2001,
2004). В нашем предыдущем исследовании мы по-
казали, что серотонин аналогичным образом влия-
ет на активированные Т-лимфоциты, выделенные
из тимуса половозрелых крыс (Мельникова с со-
авт., 2012). При активации этих клеток митогеном
КонА серотонин усиливает их пролиферацию че-
рез индукцию своего рецептора (Abdouh et al.,
2001). В противоположность этому, эмбриональ-
ные тимоциты, хотя и были способны к усилению
пролиферативного ответа на митоген, оказались
нечувствительны к серотонину и антагонисту
Htr1a рецептора. При этом митоген не влиял не
экспрессию Htr1a в Т-лимфоцитах, выделенных
из тимуса плодов. Такая разница в эффектах се-
ротонина на дифференцирующиеся тимоциты у
взрослых и плодов может быть обусловлена ма-
лой долей Т-клеток поздних стадий дифференци-

ровки в тимусе плодов. Таким образом, наши
данные свидетельствуют о том, что механизмы
регуляции экспрессии рецептора Htr1a в зрелых и
незрелых предшественниках Т-лимфоцитов раз-
личаются.

Обнаруженный нами факт, что серотонин че-
рез Htr1a рецептор способен влиять на экспрес-
сию цитокинов позволяет предположить воз-
можный механизм долгосрочных изменений в
функционировании Т-клеточного звена имму-
нитета. Известно, что цитокины являются ос-
новными медиаторами, обеспечивающими ком-
муникацию между клетками в тимусе. Суще-
ственно, что они представляют собой факторы
короткодистантного действия и характеризуют-
ся определенной пространственной приурочен-
ностью к местам реализации их эффектов. В ти-
мусе цитокины экспрессируются в основном
конститутивно. Главным источником цитоки-
нов являются стромальные элементы – эпители-
альные клетки тимуса. При этом субкапсулярные
и медуллярные эпителиальные клетки отличают-
ся более широким спектром продуцируемых цито-
кинов по сравнению с кортикальными клетками,
тем самым создавая микроокружение, поддержи-
вающее созревание Т-клеток на соответствующих

Рис. 5. Влияние митогена конканавалина А (КонА 2.5 мкг/мл) на экспрессию мРНК Htr1a рецепторов в Т-лимфоци-
тах, выделенных из тимусов 18-дневных плодов (Э18) и двухмесячных крыс (П60), и инкубированных 24 ч in vitro. Пред-
ставлены результаты электрофореза в агарозном геле продуктов ПЦР и оптическая плотность полос. * р < 0.05 по сравне-
нию с контролем.
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стадиях. Уровень экспрессии цитокиновых генов
и выделение самих цитокинов зависит от взаимо-
действия тимусных эпителиальных клеток и ти-
моцитов (Yarilin, Belyakov, 2004). В отличие от
стромы, тимоциты продуцируют цитокины не
конститутивно, а в зависимости от стадии зрело-
сти. У незрелых кортикальных тимоцитов фено-
типа CD4+CD8+ способность секретировать ци-

токины снижена по сравнению с более поздними
стадиями дифференцировки (Wolf, Cohen, 1992).

В пренатальном периоде развития экспрессия
генов цитокинов, регулирующих пролиферацию и
дифференцировку клеток в тимусе, начинается не
одновременно. У мышей выделяют группу “ран-
них” цитокинов, мРНК которых обнаруживается с
Э14 (соответствует у крыс приблизительно Э16) –

Рис. 6. Влияние серотонина (5HT, 10–7 М), агониста (8OH-DPAT 10–7 М) и антагониста (NAN-190 10–6 М) Htr1a ре-
цепторов на экспрессию мРНК цитокинов ИЛ-10, ИФН-γ и ФНО-α в тимусах, выделенных из 18-дневных плодов и
инкубированных 24 ч in vitro. Представлены результаты электрофореза в агарозном геле продуктов ПЦР и оптическая
плотность полос. * р < 0.05 по сравнению с контролем.
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ИЛ-1β, ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6, ИЛ-7 и ИФН-γ. С не-
большой задержкой в 2–3 дня начинают экспрес-
сироваться цитокины ИЛ-1α, ИЛ-2, ИЛ-3, GM-
CSF (Montgomery, Dallman, 1991). При этом син-
тез ИЛ-7, стимулирующего пролиферацию, но не
дифференцировку Т-лимфоцитов, замедляется к
моменту синтеза ИЛ-2, что свидетельствует о во-
влечении определенных цитокинов на определен-
ных стадиях развития тимуса. В тимусе взрослых
млекопитающих цитокины функционируют в ви-
де “малой цитокиновой сети” и представляют со-
бой факторы, осуществляющие взаимодействие
клеток и индуцирующие синтез друг друга (Yarilin,
Belyakov, 2004). Подобную функцию они выпол-
няют, вероятно, и в раннем развитии тимуса. В

формирующемся тимусе плодов цитокины играют
важную роль в образовании клеточных ниш, спо-
собных впоследствии поддерживать корректное
созревание Т-лимфоцитов (Van Ewijk et al., 2000;
Nitta et al., 2011). В нашей работе мы показали, что
блокада рецепторов Htr1a (т.е. блокада действия
серотонина, синтезируемого в тимусе) снижает
экспрессию мРНК и секрецию цитокина ИФН-γ,
в то время как активация рецептора Htr1a подав-
ляет синтез мРНК ФНО-α. Известно, что эти
плейотропные цитокины участвует в регуляции
межклеточных взаимодействий, апоптоза, мор-
фогенеза (Yarilin, Belyakov 2004). Концентрации
ИЛ-1α, ИЛ-2 и ИЛ-4 были ниже предела чувстви-
тельности метода (менее 40 пг/мл) и в культураль-
ной среде не определялись. В то же время актива-
ция Htr1a агонистом усиливала секрецию регуля-
торного цитокина ИЛ-10, исходный уровень
которого в контроле был относительно высоким
(300 пг/мл). Антагонист Htr1a снижал синтез
мРНК цитокина ИЛ-10. Полученные результаты
показывают, что активация или блокада Htr1a ре-
цептора меняет соотношение различных цитоки-
нов в тимусе. Существующие к настоящему вре-
мени данные не позволяют нам обсуждать роль
каждого цитокина в эмбриогенезе. Тем не менее,
правильный баланс цитокинов в формирующем-
ся тимусе крайне важен для корректного органо-
генеза. С другой стороны, его чувствительность к
воздействию внешних факторов делает возмож-
ной тонкую подстройку внутритимического мик-
роокружения. Способность серотонина влиять на
экспрессию цитокинов может лежать в основе
механизмов онтогенетической пластичности им-
мунной системы. Поскольку внешние и материн-
ские факторы способны изменять уровень серо-
тонина в общей циркуляции у плодов, этот моно-
амин может выступать связующим звеном между
окружающей средой и формирующейся иммун-
ной системой.

На развитие тимуса может влиять серотонин,
поступающий из разных источников. Как показа-
ли наши последние исследования, у плодов крыс
серотонин синтезируется клетками тимуса (Ли-
фанцева с соавт., 2017). Из данных литературы из-
вестно, что серотонин циркулирует в крови пло-
дов крыс в значительной концентрации. В отли-
чие от взрослых животных, у плодов в отсутствии
гематоэнцефалического барьера ведущую роль в
создании физиологически активной концентра-
ции серотонина в крови играет мозг (Насырова
с соавт., 2009). Известно, что стресс или воспале-
ние у матери стимулируют синтез серотонина пла-
центой и повышают уровень серотонина в крови
плода (Williams et al., 2017). До настоящего времени
внимание ученых было сконцентрировано на воз-
можных последствиях изменения уровня серото-

Рис. 7. Влияние серотонина (5HT, 10–7 М), агониста
(8OH-DPAT 10–7 М) и антагониста (NAN-190 10–6 М)
Htr1a рецепторов на секрецию цитокинов ИЛ-10 (а) и
ИФН-γ (б) в тимусах, выделенных из 18-дневных
плодов и инкубированных 4 ч in vitro. * р < 0.05 по
сравнению с контролем.
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нина в крови плодов для развивающегося мозга.
Установлено, что при стрессе и воспалении у мате-
ри нарушается рост аксонов и созревание ряда отде-
лов головного мозга у плодов, а механизмы таких
изменений реализуются через Htr1a рецепторы на
нейронах (Balakrishnan et al., 2013; Goeden et al.,
2016). Мутации в гене Htr1a ассоциированы с па-
тогенезом шизофрении, биполярного расстрой-
ства и ряда других патологий (Gleason et al., 2010;
Van Velzen, Toth, 2010). В то же время показано,
что у человека некоторые нарушения развития
мозга сопровождаются патологиями иммунной си-
стемы, например, аутоиммунными расстройства-
ми (Michel et al., 2012). Принято считать, что сопут-
ствующие иммунологические патологии вторич-
ны, обусловлены влиянием нервной системы на
формирование иммунной. Поскольку в онтогенезе
формирование мозга и тимуса происходит парал-
лельно, наши данные о роли Htr1a в развитии ти-
муса свидетельствуют о том, что в основе регуля-
ции развития нервной и иммунной систем могут
лежать независимые механизмы, опосредован-
ные сходным пулом активных молекул, в частно-
сти моноаминами.

Таким образом, в развивающемся тимусе пло-
дов крыс морфогенетический эффект серотонина
реализуется при участии Htr1a рецептора, от ак-
тивации которого зависит экспрессия определен-
ных цитокинов и, как следствие, дифференци-
ровка клеточных элементов стромы и тимоцитов.
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ЛИФАНЦЕВА и др.

Serotonin is involved in the regulation of a wide range of immune functions in adult animals. Previously, we
have shown that the suppression of serotonin synthesis in fetuses during the thymus development leads to
long-term irreversible changes in the T-cell immunity. However, the mechanisms of the morphogenetic effect
of serotonin on the development of thymus remain unclear. In this study, the expression of mRNA and sero-
tonin receptor type 1A (Htr1a) protein was revealed in fetal thymus. A single in utero administration of Htr1a
antagonist (NAN-190) to the fetuses on the 17th day of embryonic development caused a persistent increase
in the functional activity of T-lymphocytes in postnatal life. In fetal thymus organotypic culture we demon-
strated that Htr1a blockade accelerates the differentiation of T-lymphocytes at the earliest stages and has little
effect on the mature forms - T-helpers and cytotoxic T-cells. The presence of Htr1a receptors in the develop-
ing thymus confirms the possibility of the direct influence of serotonin on the formation of this organ. It was
found that serotonin through Htr1a is able to change the cytokine balance in the developing thymus, which
may be the basis of mechanisms of ontogenetic plasticity of the immune system. Cytokines responsible for
the differentiation of the cell in the thymus are one of the key links through which the morphogenetic effect
of serotonin, mediated by the activation of the Htr1a receptor, is realized.

Keywords: serotonin, Htr1a receptor, thymus, ontogenesis, rat


