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в структурах головного мозга Danio rerio
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АННОТАЦИЯ
Актуальность. Кисспептиновая система мозга играет важную роль в регуляции репродуктивной функции человека 
и животных. В отличие от млекопитающих в мозге рыб Danio rerio экспрессируется 2 типа кисспептинов — Kiss1 
и Kiss2. Актуальным является вопрос о роли кисспептинов в гормональной регуляции у рыб.
Цель. Изучить влияние Kiss1 и Kiss2 на экспрессию генов кортиколиберина и гонадолиберина в среднем и промежу-
точном мозге у Danio rerio.
Материалы и методы. Кисспептины Kiss1 и Kiss2 представляют собой олигопептиды длиной 13 и 9 аминокислотных 
остатков соответственно. Рыбам Danio rerio интрацеребровентрикулярно вводили 1 и 4 нг каждого пептида в объеме 
1 мкл. Через 1 и 4 ч после введения олигопептидов, у рыб извлекали головной мозг, выделяли средний и промежу-
точный мозг единым комплексом и исследовали экспрессию генов кортиколиберина и гонадолиберина с помощью 
полимеразной цепной реакции в режиме реального времени. 
Результаты. При интрацеребровентрикулярном введение кисспептинов Kiss1 и Kiss2 отмечена модуляция экспрессия 
генов кортиколиберина и гонадолиберина в структурах среднего и промежуточного мозга Danio rerio. В группе, которой 
вводили Kiss1 в дозе 4 нг, через 4 ч экспрессия гена Corticoliberin повысилась по сравнению с контрольными группами 
в 17 и 65 раз. В группе, которой вводили Kiss2 в дозе 1 нг, через 1 ч экспрессия гена Corticoliberin повысилась по срав-
нению с контрольными группами в 23 и 92 раза. В группе, которой вводили Kiss1 в концентрации 4 нг, через 1 ч экс-
прессия гена Gonadoliberin понизилась в 3 раза по сравнению с контрольной группой, забитой через 1 час. В группе,  
которой вводили Kiss2 в концентрации 1 нг, через 1 ч экспрессия гена Gonadoliberin понизилась по сравнению с кон-
трольной группой в 4 раза. В группе, которой вводили Kiss2 в концентрации 1 нг, через 4 ч экспрессия гена Gonadoliberin 
понизилась по сравнению с контрольной группой в 3 раза.
Заключение. Проведенные экспериментальные исследования свидетельствуют о том, что введение кисспептинов ко-
стистых рыб Kiss1 и Kiss2 приводит к активации гена кортиколиберина и подавлению активности гена гонадолиберина 
в структурах головного мозга рыб Danio rerio.
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Kisspeptins Kiss1 and Kiss2 in fish modulate 
corticoliberin and gonadoliberin gene expression  
in brain structures of Danio rerio
Aleksey V. Lizunov, Aleksandra A. Blazhenko, Aleksey S. Komlev, Polina E. Petrova,  
Platon P. Khokhlov, Eugeny R. Bychkov, Petr D. Shabanov
Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, Russia

ABSTRACT
BACKGROUND: The kisspeptin system in the brain is crucial for regulating reproductive functions in humans and animals. 
In contrast to mammals, the brains of Danio rerio express two types of kisspeptins — Kiss1 and Kiss2. The role of these 
kisspeptins in hormonal regulation in fish remains an important area of investigation.
AIM: To examine the effects of Kiss1 and Kiss2 on corticoliberin and gonadoliberin gene expression in the midbrain and 
diencephalon of Danio rerio.
MATERIALS AND METHODS: Kisspeptins Kiss1 and Kiss2 are oligopeptides consisting of 13 and 9 amino acid residues, 
respectively. Danio rerio fish were administered intracerebroventricular injections of 1 ng and 4 ng of each peptide at 1 μL 
volumes. At 1 and 4 hours post-administration, the fish brains were extracted, and the midbrain and diencephalon were isolated 
as a single complex. Gene expression levels of corticoliberin and gonadoliberin were analyzed using real-time polymerase 
chain reaction (PCR).
RESULTS: Intracerebroventricular administration of Kiss1 and Kiss2 significantly modulated corticoliberin and gonadoliberin 
gene expression in the midbrain and diencephalon of Danio rerio. In the group injected with 4 ng of Kiss1, corticoliberin 
gene expression increased 17- and 65-fold after 4 hours compared to the control groups. In the group administered 1 ng of 
Kiss2, corticoliberin gene expression increased by 23- and 92-fold compared to the control groups after 1 hour. In the group 
administered 4 ng of Kiss1, gonadoliberin gene expression decreased threefold compared to the control group euthanized at 
1 hour. In the group administered 1 ng of Kiss2, gonadoliberin gene expression decreased fourfold compared to the control 
group after 1 hour. In the group administered 1 ng of Kiss2, gonadoliberin gene expression decreased threefold compared to 
the control group after 4 hours.
CONCLUSION: The experimental results reveal that Kiss1 and Kiss2 kisspeptins in Danio rerio stimulate corticoliberin gene 
expression while suppressing gonadoliberin gene expression in the midbrain and diencephalon.
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АКТУАЛЬНОСТЬ
Кисспептиновая система мозга играет важную роль 

в регуляции репродуктивной функции человека и жи-
вотных. Кисспептин оказывает активирующее влияние 
на гипоталамо-гипофизарно-гонадную ось посредством 
стимуляции секреции гипоталамического гонадотропин-
рилизинг гормона [1]. Кисспептин у человека кодируется 
геном Kiss1, его продукт — белок длиной 145 аминокис-
лотных остатков. Активные формы кисспептина представ-
лены короткими пептидами длиной 54, 14, 13 и 10 амино-
кислотных остатков. Они взаимодействуют с рецептором 
кисспептина KISS1R.

В настоящее время для оценки фармакологической 
активности новых соединений в качестве модельного ор-
ганизма часто используются рыбы Danio rerio. В отличие 
от млекопитающих в мозге рыб Danio rerio экспрессиру-
ется 2 типа кисспептинов Kiss1 и Kiss2. Пептид Kiss1 рыб 
является ортологом Kiss1 млекопитающих, но в отличие 
от млекопитающих он не регулирует функцию гонад, 
а блокирует проявления страха и активирует исследо-
вательское поведение у рыб [2]. В то же время пептид 
Kiss2 связан с регуляцией репродуктивной функции у рыб 
и синтезируется в перивентрикулярной области гипотала-
муса. Введение Kiss2, но не Kiss1, увеличивало экспрес-
сию генов фолликулостимулирующего и лютеинизирую-
щего гормонов в гипофизе у самок Danio rerio [3].

Гонадотропин-рилизинг гормона продуцируется в гипо-
таламусе и вызывает усиление секреции фолликулостиму-
лирующего и лютеинизирующего гормонов передней доли 
гипофиза. Активность гонадотропин-рилизинг гормона 
также коррелирует с половым и социальным поведением 
у рыб. Показано, что циклиды с повышенной экспрессией 
гонадотропин-рилизинг гормона проявляют повышенную 
склонность к доминантному поведению [1, 4]. Гонадотро-
пин-рилизинг гормон кодируется геном GNRH1 у человека 
и геном gnrh3 у рыб Danio rerio.

Кортикотропин-рилизинг гормон регулирует активность 
гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой системы. Кор-
тиколиберин стимулирует секрецию адренокортикотропно-
го гормона из передней доли гипофиза. Он синтезируется 
главным образом в паравентрикулярном ядре гипоталамуса 
и кодируется геном CRH у человека и геном crh у рыб Danio 
rerio. Кортикотропин-рилизинг гормон принимает участие 
в реакции организма на стресс и является одним из пуско-
вых механизмов развития тревоги, страха, беспокойства, 
приводящих к ухудшению аппетита, сна и снижению поло-
вой активности. Показаны тесные морфофункциональные 
связи между кортиколиберин-содержащими и кисспепти-
новыми нейронами. В одной из первых работ, связанных 
с влиянием гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
системы на кисспептин, было высказано предположение 
о том, что острый и хронический стрессы приводят к сниже-
нию уровня кисспептина и подавлению синтеза и секреции 
лютеинизирующего гормона гипофиза [1, 5, 6]. 

Цель исследования — изучение влияния интра-
церебровентрикулярного введения кисспептинов Kiss1 
и Kiss2 рыб Danio rerio на экспрессию генов гонадотро-
пин-рилизинг гормона и кортикотропин-рилизинг гормона 
в среднем и промежуточном мозге у Danio rerio.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выбор экспериментальных животных (Danio rerio) и ус-

ловия их содержания были подробно описаны ранее [7]. 
Анестезию животных и получение образцов среднего 
и промежуточного мозга проводили согласно общепри-
нятой методике [8].

Кисспептины рыб Danio rerio Kiss1 ( NVAYYNLNSFGLRY-NH2) 
и Kiss2 (FNYNPFGLRF-NH2) синтезировали по стандартному 
протоколу с использованием защитных Fmoc-групп в отде-
ле общей патологии и патофизиологии ФГБНУ ИЭМ (Санкт-
Петербург) [9].

В ходе эксперимента животные были разделены 
на 10 групп: 1 — контроль 1, животным интрацеребровен-
трикулярно вводили физиологический раствор в объеме 
1 мкл и забивали через 1 ч после инъекции; 2 — кон-
троль 2, животным интрацеребровентрикулярно вводили 
физизиологический раствор в объеме 1 мкл и забивали 
через 4 ч после инъекции; 3 — животным интрацеребро-
вентрикулярно вводили Kiss1 в дозе 1 нг (1 мкг/мл) и за-
бивали через 1 ч; 4 — животным интрацеребровентри-
кулярно вводили Kiss1 в дозе 1 нг (1 мкг/мл) и забивали 
через 4 ч; 5 — животным интрацеребровентрикулярно 
вводили Kiss1 в дозе 4 нг (4 мкг/мл) и забивали через 1 ч; 
6 — животным интрацеребровентрикулярно вводили пре-
парат Kiss1 в дозе 4 нг (4 мкг/мл) и забивали через 4 ч; 
7 — животным интрацеребровентрикулярно вводили 
Kiss2 в дозе 1 нг (1 мкг/мл) и забивали через 1 ч; 8 — 
животным интрацеребровентрикулярно вводили препарат 
Kiss2 в дозе 1 нг (1 мкг/мл) и забивали через 4 ч; 9 — жи-
вотным интрацеребровентрикулярно вводили Kiss2 в дозе 
4 нг (4 мкг/мл) и забивали через 1 ч; 10 — животным ин-
трацеребровентрикулярно вводили препарат Kiss2 в дозе 
4 нг (4 мкг/мл) и забивали через 4 ч. Все внутримозговые 
инъекции проводили в объеме 1 мкл. 

Для оценки экспрессии генов кортиколиберина 
и гонадолиберина через 1 и 4 ч после введения Kiss1 
и Kiss2 у рыб извлекали головной мозг, выделяли сред-
ний и промежуточный мозг единым комплексом с по-
следующим получением мРНК по стандартной методи-
ке. Измельченный фрагмент головного мозга помещали 
в 100 мкл тризола и инкубировали 5 мин при темпера-
туре 40 °С. Затем к каждой пробе добавляли по 40 мкл 
хлороформа, перемешивали и инкубировали 5 мин 
с плавным перемешиванием. Затем центрифугирова-
ли 10 мин при 13 000 g, отбирали верхнюю фазу. После 
этого к отобранной верхней фазе добавляли равный объ-
ем изопропилового спирта, перемешивали и инкубиро-
вали сутки при –20 °С. Затем центрифугировали 10 мин 
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при 13 000 g, собирая осадок. Удаляли спирт, промывали 
осадок 70 % этиловым спиртом и высушивали в термо-
стате при 40 °С. Высушенный осадок растворяли в 50 мкл 
dH2O с добавлением 1 % РНАзина. После выделения 
мРНК проводили реакции обратной транскрипции. По-
сле проводили реакции ПЦР в реальном времени с прай-
мерами к мРНК генов кортикотропин-рилизинг гормона 
Corticoliberin (JN859047.1) и гонадотропин-рилизинг гор-
мона Gonadoliberin (AJ304429.1), в качестве референсных 
генов были взяты гены домашнего хозяйства циклофили-
на (Cyclophilin) и глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы 
(Glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase (Gapdh). Уро-
вень экспрессии генов кортиколиберина и гонадолибери-
на нормировали к уровню среднего геометрического двух 
референсных генов (Cyclophilin и Gapdh) и рассчитывали 
в относительных единицах по отношению к средней вели-
чине экспрессии генов кортиколиберина и гонадолиберина 
в группах соответственно. 

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с помощью стандартного пакета программ Graph 
Pad PRISM 8.0. Для определения соответствия формы рас-
пределения нормальному применяли критерий Колмого-
рова – Смирнова. В случаях нормального распределения 
обработку данных проводили с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа ANOVA с последующим попар-
ным сравнением экспериментальных групп по критерию 
Тьюки. В случаях неизвестного распределения использо-
вали непараметрический критерий Краскела – Уоллиса 
с последующим сравнением независимых групп в те-
сте Данна. Различия считали статистически значимыми 
при уровне p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Уровень мРНК гена Corticoliberin в среднем и промежу-

точном мозге Danio rerio продемонстрировал следующие 
показатели. В КГ, через 1 ч после инъекции, экспрессия 
гена Corticoliberin была в 4 раза выше по сравнению с КГ, 
взятой через 4 ч после введения физиологического рас-
твора. В группе 3 через 1 ч экспрессия гена Corticoliberin 
была снижена по сравнению с КГ (4 ч). В группах 4 и 5 
через 1 ч экспрессия гена Corticoliberin значимо не отли-
чалась от обеих КГ. В группе 6 через 4 часа экспрессия 
гена Corticoliberin повысилась по сравнению с обеими КГ  

в 17 и 65 раз соответственно. В группе 7 через 1 ч экспрес-
сия гена Corticoliberin повысилась по сравнению с обеими 
КГ в 23 и 92 раз соответственно. В группе 8 через 4 ч 
экспрессия гена Corticoliberin повысилась по сравне-
нию с обеими КГ в 17 и 64 раза соответственно. В груп-
пе 9 через 1 ч экспрессия гена Corticoliberin повысилась 
по сравнению с обеими КГ в 41 и 167 раз соответственно. 
В группе 10 через 4 ч экспрессия гена Corticoliberin повы-
силась по сравнению с обеими КГ в 19 и 75 раз соответ-
ственно. Данные представлены на рисунке 1.

Уровень мРНК гена Gonadoliberin в среднем и проме-
жуточном мозге Danio rerio продемонстрировал следую-
щие показатели. В КГ, забитой через 1 ч после введения 
физиологического раствора, экспрессия гена Gonadoliberin 
была выше в 3 раза, чем в КГ, забитой через 4 ч. В группах, 
которым вводили интрацеребровентрикулярно кисспептин 
1 и 2 в концентрациях 1 нг, через 1 и 4 ч экспрессия гена 
Gonadoliberin значимо не отличалась от обеих КГ. В группе, 
которой вводили интрацеребровентрикулярно кисспептин 
1 в концентрации 4 мкг/мл, через 1 ч экспрессия гена 
Gonadoliberin понизилась в 3 раза по сравнению с КГ, 
забитой через 1 ч. В группе 6 через 4 ч экспрессия гена 
Gonadoliberin понизилась по сравнению с КГ (1 ч) в 1,2 раза.  
В группе 7 через 1 час экспрессия гена Gonadoliberin по-
низилась по сравнению с КГ, забитой через 1 час, в 4 раза. 
В группе 8 через 4 ч экспрессия гена Gonadoliberin по-
низилась по сравнению с КГ, забитой через 4 ч, в 3 раза. 
В группе 9 через 1 ч экспрессия гена Gonadoliberin по-
низилась по сравнению с КГ, забитой через 1 ч, в 3 раза. 
В группе 10 через 4 ч экспрессия гена Gonadoliberin пони-
зилась по сравнению с КГ, забитой через 4 ч, в 2,4 раза. 
Данные представлены на рисунке 2.

В предыдущих поведенческих экспериментах было 
показано, что различные виды стресса вызывают раз-
витие тревожности у представителей костистых рыб [2]. 
Установлено, что это связано с повышением уровня кор-
тиколиберина и гонадолиберина в головном мозге иссле-
дуемых животных [2, 11] Регуляция синтеза пептидов про-
исходит как на стадии экспрессии генов пептидов, так и на 
посттрансляционном уровне. В связи с этим, при изучении 
механизмов действия препаратов, снимающих стрессор-
ное состояние, необходимо изучить изменение в уров-
не экспрессии генов пептидов, связанных с развитием 
стресса. Препараты кисспептинов ранее были изучены 

Таблица 1. Последовательность праймеров
Table 1. Primer Sequence

Ген
Последовательность праймеров

Прямой (5’-3’) Обратный (3’-5’)

Cyclophilin AGCATCCGCAAACGGAAAAG CCCTTGTAGCCATAGCCAGG
Gapdh GATACACGGAGCACCAGGTT GCCATCAGGTCACATACACG
Corticoliberin GGTAACGGGATCCTGAGCAG ATGATCTTGCGGTTGTGGGT
Gonadoliberin CACTGGTCATACGGTTGGCT GCAAACCTTCAGCATCCACC
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как антистрессорные [12]. В данной работе было уста-
новлено, что введение пептида Kiss2 рыбам вида Danio 
rerio повышает уровень экспрессии гена кортиколиберина 
и одновременно снижает уровень экспрессии гена гона-
дотропин-рилизинг-гормона в мозгу исследуемых рыб. 
При этом другой пептид Kiss1 оказывал значимое влияние 
на повышение уровня экспрессии гена кортиколиберина 

и снижение уровня экспрессии гена гонадотропин-рили-
зинг-гормона только при увеличении концентрации и вре-
мени экспозиции. Это может говорить о том, что разные 
кисспептины активируют различные сигнальные пути 
в нервных клетках, что и приводит к оказанию различ-
ного воздействия на гены-мишени. Ранее было показа-
но, что кортикотропин-рилизинг-гормон задействован 

Рис. 1. Экспрессия гена кортиколиберина в среднем и промежу-
точном мозге Danio rerio. * — p < 0,05, *** — p < 0,001 по отно-
шению к группе контроля, забитой через 1 час; ### — p < 0,001 
по отношению к группе контроля, забитой через 4 часа. Данные 
выражены в условных единицах и нормированы к уровню экс-
прессии генов циклофилина (Cyclophilin) и глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы (Gapdh) и рассчитаны в относительных 
единицах по отношению к средней величине экспрессии гена 
Corticoliberin в группах. Выравнивание производилось по сред-
нему геометрическому двух референсных генов (Cyclophilin 
и Gapdh). Данные представлены как среднее ± стандартная 
ошибка среднего
Fig. 1. Corticoliberin gene expression in the midbrain and 
diencephalon of Danio rerio. * — p < 0.05, *** — p < 0.001 relative 
to the control group euthanized after 1 hour; ### — p < 0.001 relative 
to the control group euthanized after 4 hours. Data are presented 
in arbitrary units normalized to the expression levels of Cyclophilin 
and Gapdh genes and calculated relative to the mean corticoliberin 
expression in the groups. The alignment was performed using 
the geometric mean of the reference genes (Cyclophilin and 
Gapdh). Data are presented as mean ± standard error of the  
mean (M ± SEM)

Рис. 2. Экспрессия гена гонадолиберина в среднем и промежу-
точном мозге Danio rerio. ** — p < 0,01, *** — p < 0,001 по от-
ношению к группе контроля, забитой через 1 ч; ## — p < 0,01, 
### — p < 0,001 по отношению к группе контроля, забитой 
через 4 ч. Данные выражены в условных единицах и норми-
рованы к уровню экспрессии генов циклофилина (Cyclophilin) 
и глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (Gapdh) и рассчи-
таны в относительных единицах по отношению к средней ве-
личине экспрессии гена Gonadoliberin в группах. Выравнивание 
производилось по среднему геометрическому двух референс-
ных генов (Cyclophilin и Gapdh). Данные представлены как сред-
нее ± стандартная ошибка среднего
Fig. 2. Gonadoliberin gene expression in the midbrain and 
diencephalon of Danio rerio. ** — p < 0.01, *** — p < 0.001 
relative to the control group euthanized after 1 hour; ## — p < 0.01,  
### — p < 0.001 relative to the control group euthanized after 
4 hours. Data are presented in arbitrary units normalized to the 
expression levels of Cyclophilin and Gapdh genes and calculated 
relative to the mean gonadoliberin expression in the groups. 
The alignment was performed using the geometric mean of the 
reference genes (Cyclophilin and Gapdh). Data are presented as 
mean ± standard error of the mean (M ± SEM)
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в ответе на развитие тревожности при стрессе [6]. Также 
ранее было показано, что гонадотропин-рилизинг-гормон 
играет важную роль в активации полового и территори-
ального поведения у рыб, которое связано со стрессом [4]. 
В связи с этим препарат, активирующий ген кортиколи-
берина, одновременно репрессирует ген гонадолиберина 
в мозгу рыб Danio rerio. Нужно отметить, что этот эффект 
на уровне клеточного сигналинга может возникать из-за 
связи различных кисспептинов с разными компонента-
ми сигнального каскада. Разнонаправленность эффектов 
на экспрессию генов Corticoliberin и Gonadoliberin согла-
суется с данными предыдущих исследований [13, 14]. Не-
однократно было показано, что регуляция через сигналь-
ные каскады у человека и других видов животных может 
работать прямо противоположно [15, 16]. В связи с этим 
можно ожидать, что в опытах на культуре человеческих 
клеток, в отличие от рыб, регуляция экспрессии генов 
CRH и GNRH1 препаратами кисспептинов будет не раз-
нонаправлена, а сонаправлена.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные данные позволяют расширить современ-

ные представления о механизмах действия препаратов 
кисспептинов, а также открывают перспективы для их 
дальнейшего изучения как потенциальных антистрессор-
ных препаратов.
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