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Содержание грелина в разных отделах головного 
мозга у Danio rerio после стрессорного воздействия
А.А. Блаженко, П.П. Хохлов, А.А. Лебедев, Е.Р. Бычков, С.В. Казаков, П.Д. Шабанов
Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия

Актуальность. Согласно литературным данным грелин может является нейропептидом стресса у некоторых живот-
ных, в том числе у Danio rerio.

Цель исследования — измерить уровень грелина в головном мозге Danio rerio (переднем, среднем и заднем моз-
ге) после воздействия хищника (стресс-тест с хищником) и после введения антагонистов гелина и окситоцина, чтобы 
оценить функцию грелина в реакции на стресс.

Материалы и методы. В исследовании было использовано 68 особей Danio rerio, один хищник Cichlasoma 
nicaraguensis. Уровень грелина измеряли тестом ELISA. В качестве фармакологических агентов использовали: 
1) антагонист грелина гексапептид [D-Lys3]-GHRP-6 (Tocris, Великобритания); 2) рекомбинантный пептидный аналог 
грелина агрелакс с молекулярной массой 3,5 кДа, разработанный в ФГБНУ «ИЭМ» (оба соединения в равных дозиров-
ках 0,333 мг/л); кортиколиберин (Tocris, Великобритания) в дозировке 0,4 мг/л; окситоцин (Gedeon Richter, Венгрия) — 
в дозировке 3,8 мкл (0,005 МЕ/мкл) на 50 мл аквариумной воды (0,019 МЕ/л).

Результаты. В контрольной группе уровень грелина определялся только в заднем мозге, значения коцентрации 
грелина в переднем и среднем мозге были менее 4 пг/мг общего белка. Контакт с хищником приводил к значитель-
ному повышению содержания грелина в переднем и среднем, но не заднем мозге. Так, в переднем мозге рыб уровень 
грелина повышался до 966 ± 12 пг/мг белка, что составляет почти 250-кратное увеличение показателя в сравнении 
с уровнем у интактных животных. На фоне агрелакса, [D-Lys3]-GHRP-6 и окситоцина содержание грелина в переднем 
и среднем мозге стрессированных рыб снижалось приблизительно в равной степени до 88 ± 3, 97 ± 1 и 115 ± 1 пг/мг 
белка соответственно.

Заключение. Таким образом, стрессорное воздействие (контакт с хищником) значительно повышает содержа-
ние грелина в переднем и среднем мозге, но снижает в заднем мозге. Стресс-протекторные пептиды (окситоцин, 
[D-Lys3]-GHRP-6 и агрелакс) при инкубационном воздействии на стрессированных рыб снижали концентрацию грели-
на в переднем и среднем, в меньшей степени в заднем мозге рыб.
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Ghrelin levels in different brain regions in Danio rerio 
exposured to stress
Alexandra A. Blazhenko, Platon P. Khokhlov, Andrei A. Lebedev, Eugenii R. Bychkov, 
Sergei V. Kazakov, Petr D. Shabanov
Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, Russia

BACKGROUND: Literature data indicated that ghrelin may be a stress neuropeptide in some animals, including Danio rerio.
AIM: The aim of the study was to measure the levels of ghrelin in Danio rerio brain (forebrain, midbrain, and hindbrain) after 

predator exposure (predator stress test) and administration of ghrelin and oxytocin antagonists to assess the role of ghrelin in 
stress response.

MATERIALS AND METHODS: The study used 68 Danio rerio, one predator of Cichlasoma nicaraguensis. Ghrelin levels were 
measured by enzyme-linked immunosorbent assay. The following pharmacological agents were used: 1) ghrelin antagonist 
hexapeptide [D-Lys3]-GHRP-6 (Tocris, UK); 2) recombinant peptide analog of ghrelin — agrelax — with a molecular weight of 
3.5 kDa, developed at the IEM (both compounds in equal dosages of 0.333 mg/L); corticoliberin (Tocris) at a dosage of 0.4 mg/L; 
and oxytocin (Gedeon Richter, Hungary) at a dosage of 3.8 μL (0.005 IU/μL) per 50 mL of aquarium water (0.019 IU/L).

RESULTS: In the control group, ghrelin level was determined only in the hindbrain, and ghrelin levels in the forebrain and 
midbrain were <4 pg/mg of total protein. Contact with a predator led to a significant increase in ghrelin levels in the forebrain 
and midbrain, but not in the hindbrain. Thus, in fish forebrain, ghrelin levels increased to 966 ± 12 pg/mg of protein, which is 
almost a 250-fold increase in the indicator compared with the level in intact animals. In the presence of agrelax, [D-Lys3]-
GHRP-6, and oxytocin, ghrelin levels in the forebrain and midbrain of stressed fish decreased approximately equally to 88 ± 3, 
97 ± 1, and 115 ± 1 pg/mg protein, respectively.

CONCLUSION: Thus, stress exposure (contact with a predator) significantly increases ghrelin levels in the forebrain and 
midbrain but decreases in the hindbrain. Stress-protective peptides (oxytocin, [D-Lys3]-GHRP-6, and agrelax) decreased ghre-
lin levels in the forebrain and midbrain, and to a lesser extent, in the hindbrain when exposed to stress.

Keywords: Danio rerio; brain; ghrelin; stress; oxytocin; agrelax; [D-Lys3]-GHRP-6.
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АКТУАЛЬНОСТЬ
Различные факторы могут привести к нарушению 

психического здоровья. Значительная доля людей под-
вержена тревожным, депрессивным, вызванным стрес-
сом расстройствам. Согласно исследованиям Всемирной 
организации здравоохранения, в будущем число этих 
расстройств будет только увеличиваться [1]. Точная при-
чина неизвестна, у некоторых людей они могут появить-
ся без каких-либо стрессовых ситуаций, но у других 
любой стресс может спровоцировать это состояние [2]. 
Были предложены различные виды животных моде-
лей для  исследования механизмов тревоги и депрес-
сии, но в основном использовались грызуны [3]. Однако, 
по данным литературы, одна из лучших моделей живот-
ных для этой цели — Danio rerio [4]. Доказано, что Danio 
rerio обладает консервативной нервной системой и явля-
ется хорошей моделью для тестирования эмоционального 
и мотивационного поведения, включая реакции на психо-
активные вещества [5]. У Danio rerio грелин представляет 
собой консервативную структуру, именно поэтому мы вы-
брали эту модель для нашего эксперимента. Согласно 
литературе, грелин может быть биомаркером стресса [6]. 
Грелин обладает как анксиолитическим, так и анксиоген-
ным эффектом и играет двойную роль в модуляции тре-
вожного поведения.

Цель исследования — измерить уровень грелина в го-
ловном мозге Danio rerio (переднем, среднем и заднем 
мозге) после воздействия хищника (стресс-тест с хищни-
ком) и после введения антагонистов гелина и окситоцина, 
чтобы оценить функцию грелина в реакции на стресс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В нашем исследовании было использовано 68 осо-

бей Danio rerio, один хищник Cichlasoma nicaraguensis. 
Рыб содержали при нормальной комнатной температуре 
(22–23 °C) со стандартным временем кормления (2 раза 
в день). Уровень грелина измеряли тестом ELISA. Хирур-
гическим путем выполнен забор головного мозга Danio 
rerio. После этого был изготовлен материал для иммуно-
ферментного анализа (ИФА). В качестве фармакологи-
ческих агентов использовали два антагониста грелина: 
1) гексапептид [D-Lys3]-GHRP-6 (Tocris, Великобритания); 
2) рекомбинантный пептидный аналог грелина с моле-
кулярной массой 3,5 кДа, который разработан в ФГБНУ 
«ИЭМ», рабочее название «агрелакс». Оба соедине-
ния использовали для инкубации в равных дозировках 
0,333 мг/л. Кортиколиберин (КРГ; Tocris, Великобрита-
ния) применяли в дозировке 0,4 мг/л при инкубации 
или 0,0004 мкг/мкл в случае внутрисосудистого введения. 
Окситоцин (Gedeon Richter, Венгрия) использовали в дози-
ровке 3,8 мкл (0,005 МЕ/мкл) на 50 мл аквариумной воды 
(0,019 МЕ/л). В качестве внутривенного контроля вводили 
1 мкл 0,9 % раствора хлорида натрия.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
У интактных рыб уровень грелина в переднем мозге 

Danio rerio, определенный с помощью ИФА, не превышал 
4 пг/мг, то есть по сути находился за пределами чувстви-
тельности тест-системы. Поэтому у рыб инициировали 
стрессовую реакцию, подсаживая в аквариум с хищни-
ком-резидентом Cichlasoma nicaraguensis на 5 мин. Кон-
такт с хищником приводил к значительному повышению 
содержания грелина в переднем мозге рыб. У стрессиро-
ваных рыб концентрация грелина в головном мозге дости-
гала 966 ± 12 пг/мг белка, что составляет почти 250-крат-
ное увеличение показателя в сравнении с незначительным 
уровнем у интактных животных. Сходный со стрессом эф-
фект на содержание грелина в переднем мозге Danio  rerio 
оказывала 5-минутная экспозиция рыб с КРГ. На фоне КРГ 
уровень грелина повышался до 986 ± 13 пг/мг белка. По-
добные эффекты мы наблюдали при исследовании со-
держания периферического кортизола в условиях стресса 
и экспозиции с КРГ.

Таким образом, КРГ оказывает сходный со стрессом 
мощный стимулирующий эффект на содержание грелина 
в переднем мозге и уровень кортизола в мышечной ткани 
Danio rerio.

В следующей серии экспериментов изучали влияние 
стресс-протекторных пептидов на содержание грелина 
в переднем мозге Danio rerio, подвергнутых стрессорному 
воздействию. Оказалось, что все исследуемые препараты 
приводят к значительному (более чем в 7 раз) снижению 
уровня грелина. На фоне агрелакса, [D-Lys3]-GHRP-6, 
и окситоцина содержание грелина у стрессированных 
рыб составляло 88 ± 3, 97 ± 1, 115 ± 1 пг/мг белка соот-
ветственно. Полученные результаты свидетельствуют, 
что грелиновая система переднего мозга Danio rerio от-
вечает на стрессорное раздражение повышением кон-
центрации грелина, которая, в свою очередь, значительно 
снижается после применения антагонистов грелина и ок-
ситоцина (см. рисунок, а).

Таким образом, в состоянии покоя (при отсутствии 
стресса) уровень грелина в ткани переднего мозга Danio 
rerio не определяется методом ИФА. Острый виталь-
ный стресс и КРГ стимулируют подъем у ровня грели-
на, тогда как стресс-протекторные пептиды (окситоцин, 
[D-Lys3]-GHRP-6, агрелакс) при инкубационном воздей-
ствии на стрессированных животных снижают.

Средний мозг Danio rerio является наибольшей струк-
турой по массе по сравнению с другими отделами. Так 
же как и в переднем мозге, концентрация грелина в кон-
трольной группе рыб была меньше, чем чувствительная 
возможность тест-системы (менее 4 пг/мг общего белка). 
В группе стрессированных животных концентрация гре-
лина в среднем мозге выросла до 922 ± 3 пг/мг общего 
белка. Далее, после инкубационного метода применения 
фармакологических субстанций (окситоцина, агрелакса 
и [D-Lys3]-GHRP-6), концентрация грелина понизилась 
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в несколько раз и составляла 99 ± 1, 88 ± 1 и 100 ± 2 пг/мг 
соответственно. Примечательно, что концентрация грели-
на при применении окситоцина и ([D-Lys3]-GHRP-6) пони-
зилась практически до одинаковых значений, что может 
свидетельствовать о перекрестных ответных механизмах 
на стрессорное воздействие у грелиновой и окситоци-
новой систем.

При сравнении действия антагонистов грелина видно, 
что в среднем мозге, так же как и в переднем, наимень-
шую концентрацию грелина отмечали после применения 
агрелакса, она равнялась 100 ± 2 пг/мг общего белка.

После применения антагонистов грелина на стресси-
рованных животных, концентрация грелина сохранялась, 
однако была более чем в 7 раз ниже, чем после экспери-
мента с хищником (см. рисунок, b).

Показатели концентрации грелина после применения 
антагонистов его рецепторов значимо отличаются от кон-
центрации грелина у стрессированных животных. Так же 
как и в переднем мозге, в состоянии покоя (без стресса) 
содержание грелина в ткани среднего мозга Danio rerio 
находится на уровне следовых значений. Острый виталь-
ный стресс или введение КРГ увеличивали концентрацию 
грелина в несколько раз по сравнению с группой активно-
го контроля (контакт с хищником), она превысила 1 мкг/мг 
и составила 1004 ± 2 пг/мг общего белка.

После применения окситоцина концентрация грели-
на понизилась по сравнению с группой, где применяли 
КРГ, более чем в 8 раз, практически достигнув уровня 
интактных животных. Количественные значения грелина 
при применении окситоцина и [D-Lys3]-GHRP-6 были при-
мерно равны.

Филогенетически задний мозг у Danio rerio являет-
ся самой древней структурой. В отличие от переднего 
и среднего мозга, в заднем мозге изначально опреде-
лялся грелин в концентрации 663 ± 29 пг/мг общего 
белка. После экспозиции хищнику эта концентрация по-
низилась в несколько раз, до 81 ± 1 пг/мг общего бел-
ка. Сходное действие оказывали стресс-протекторные 
нейропептиды (окситоцин, [D-Lys3]-GHRP-6, агрелакс), 
снижая уровень грелина до 97–98 пг/мг общего бел-
ка. В отличие от показателей концентраций грелина 
переднего и среднего мозга, в группе использования 
агрелакса концентрация грелина была наибольшей 
по сравнению с группами, где применялись другие ан-
тагонисты (см. рисунок, с).

Таким образом, в заднем мозге Danio rerio в состоянии 
покоя определяется высокое содержание нейропептида 
грелина, которое снижается в условиях стресса и возрас-
тает в 2 раза при воздействии КРГ. При инкубационном 
воздействии на стрессированных рыб (с низким уров-
нем грелина) стресс-протекторные пептиды (окситоцин, 
[D-Lys3]-GHRP-6 и агрелакс) не оказывают выраженных 
эффектов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Использование высокочувствительного ИФА позво-

лило нам идентифицировать пептид грелин в различных 
частях мозга Danio rerio.

Состояние психоэмоционального стресса привело 
к значительному изменению концентрации грелина в раз-
ных отделах мозга Danio rerio. Воздействие антагонистов 

Рисунок. Содержание грелина в переднем (a), среднем (b) и заднем (c) мозге Danio rerio после контакта с хищником и инкубации 
с окситоцином и антагонистами грелина: 1 — контакт с хищником (в группе В — введение кортиколиберина); 2 — хищник + ок-
ситоцин; 3 — хищник + агрелакс; 4 — хищник + [D-Lys3]-GHRP-6. *p < 0,05 относительно группы 1

Figure. Ghrelin levels in the forebrain (a), midbrain (b), and hindbrain (c) of Danio rerio (pg/mg total protein) after contact with a predator 
and incubation with oxytocin and ghrelin antagonists: 1 — contact with a predator (in group B, administration of corticotrophin-releasing 
hormone); 2 — predator + oxytocin; 3 — predator + agrelax; 4 — predator + [D-Lys3]-GHRP-6. *, ** p < 0.05 relative to group 1
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грелина и окситоцина наглядно привело к снижению уров-
ня грелина в мозге Danio rerio.
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