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В мире наблюдают тенденцию к повышению воз­
раста первородящих женщин. В связи с социальны­
ми особенностями жизни общества многие женщи­
ны откладывают рождение детей на возраст после 
30-40 лет. Это часто приводит к трудностям в зача­
тии и вынашивании беременности. Понимание мо­
лекулярных механизмов старения яичников имеет 
важную практическую значимость. Серотонин и его 
транспортер SERT, кодируемый у человека геном 
SLC6A4, играют важную роль в функционировании 
яичников в различные репродуктивные периоды 
жизни женщин. Цель работы —  оценка возраст­
ной динамики экспрессии гена транспортера серо­
тонина SLC6A4  и синтеза серотонина в яичниках 
в различные возрастные периоды жизни женщины. 
Исследование выполнено на аутопсийном материа­
ле 164 яичников, полученных от людей в возрасте 
от нескольких месяцев до 92 лет. Оценку синтеза 
серотонина в яичниках проводили методом имму­
ногистохимии, а экспрессию гена транспортера 
серотонина изучали методом ПЦР-анализа. С воз­
растом уровень серотонина в яичниках у женщин 
снижается, достигая минимальных значений в воз­
расте после 45 лет, что может быть связано с насту­
плением менопаузы. Такая же возрастная тенден­
ция выявлена и для экспрессии гена транспортера 
серотонина SLC6A4. Эти данные подчеркивают зна­
чимость серотонина и его транспортера SERT для 
оценки и разработки средств профилактики воз­
растных изменений яичников.
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Актуальность вопросов, связанных со старе­
нием яичников, значительно возросла в последнее 
время. Все больше пар в развитых странах пред­
почитают отложить родительство на более поздний 
возраст женщины, и это часто приводит к труд­
ностям при зачатии и вынашивании беременности. 
Механизмы, связанные со старением яичников, 
не полностью изучены и являются многофакторны­
ми [15]. Для оптимизации диагностических тестов 
и лечения в случае патологии яичников необходимы 
более полные знания о возрастном снижении функ­
ций яичников и их преждевременном старении.

Важную роль в поддержании нейроэндокринной 
функции яичников, в том числе при их возрастной 
эволюции, играет серотонин (5-гидрокситрипта- 
мин, 5 -H T ) [2, 11].

Впервые серотонин и ацетил-серотонин были 
обнаружены в экстрактах яичников человека [9]. 
Присутствие серотонина в ткани яичников и его 
различные концентрации во время эстрального 
цикла позволяют предположить, что он принимает 
участие в регуляции функции яичников и в процессе 
овуляции в качестве одного из нескольких медиато­
ров реакции воспалительного типа, предшествую­
щего разрыву фолликула [14]. Недавно показано, 
что серотонин играет важную роль в созревании 
ооцитов и эмбриональном развитии [6]. Рецепторы 
серотонина обнаружены на поверхности гранулез­
ных и кумулюсных клеток, ооцитов и эмбрионов 
на ранней стадии развития [5]. Экспрессия серо- 
тонинового транспортера SE R T , являющегося 
продуктом гена SLC6A4, обнаружена в ооцитах 
и эмбрионах, а серотонин-продуцирующий фермент 
триптофан-гидроксилаза 1 (T P H -1 ) обнаружен 
в кумулюсных клетках. У самок крыс с нокаутом 
Tphl наблюдали нарушения раннего развития эм­
бриона [5]. Немногочисленные данные свидетель­
ствуют о том, что серотонин играет важную роль 
в регуляции эмбриогенеза и женской репродуктив­
ной системы в целом. Это обусловливает необходи­
мость более подробного изучения роли серотонина 
и его транспортера в функционировании яичников.

Целью работы стала оценка возрастной ди­
намики экспрессии гена транспортера серотонина 
SLC6A4  и синтеза серотонина в яичниках в раз­
личные возрастные периоды жизни женщины.

Материалы и методы

Исследование проводили на аутопсийном мате­
риале яичников (п=164). В соответствии с возрас­
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том пациенток были выделены следующие экспери­
ментальные группы: 1-я —  дети до 12 мес (п=10); 
2-я —  дети 1 года (п=10); 3-я —  дети 2 —4 лет 
(n = 5 ); 4-я —  дети 5 — 11 лет (n = 5 ); 5-я —  под­
ростки 12—15 лет (n=11); 6-я —  женщины ран­
него репродуктивного возраста 16—18 лет (n = 20 ); 
7-я —  женщины репродуктивного возраста 19— 
29 лет (n = 23 ); 8-я —  женщины позднего репро­
дуктивного возраста 30—44 лет (n = 2 4 ); 9-я —  
женщины в период пременопаузы 45—59 лет 
(n=21); 10-я —  женщины в период менопаузы 
6 0 —74 лет (n=19); 11-я —  женщины в период 
постменопаузы 75—89 лет (n=10); 12-я —  жен­
щины в период постменопаузы 9 0 —92 лет (n = 6 ). 
Критерием исключения из исследования было на­
личие патологии репродуктивной и эндокринной 
систем. Все пациентки, включенные в исследо­
вание, не имели патологии эндокринной системы 
и не принимали гормональные и иные препараты 
в течение 3 лет до начала исследования.

Экспрессию гена SLC6A4  в яичниках опре­
деляли методом П Ц Р  [10] и сравнивали в раз­
ных возрастных группах. Содержание серотонина 
в ткани, учитывая возможность его захвата из кро­
вяного русла посредством транспортера SLC6A4, 
оценивали методом иммунофлюоресцентного 
окрашивания с последующим морфометрическим 
анализом. Дизайн исследования одобрен этиче­
ским комитетом Санкт-Петербургского медико­
социального института (№  4 /2 3  от 15.12.2023). 
Анализ морфофункционального состояния яич­
ников проводили с использованием клинических 
данных и заключений патоморфологических иссле­
дований, проведенных кафедрой патологической 
анатомии Санкт-Петербургского государственного 
педиатрического медицинского университета и ка­
федрой патологической анатомии Городской боль­
ницы Св. Георгия.

Для иммунофлюоресцентного окрашивания 
парафиновые срезы толщиной 4 —6 мкм монти­
ровали на стекла с поли-Ь-лизиновым покрытием 
(«Sigma», Япония). В качестве первичных антител 
использовали поликлональные антитела козы к се­
ротонину («A bcam », С Ш А , ab66047). В качестве 
вторичных антител для иммунофлюоресцентной 
реакции использовали антитела, конъюгирован­
ные с флюорохромом Alexa Fluor 647 (1:1000, 
«Abcam », С Ш А ). Срезы инкубировали в тече­
ние 30 мин при комнатной температуре в темноте. 
Ядра клеток визуализировали с помощью Hoechst 
33,258 («Sigma», Япония, «Livonia», С Ш А ).

В качестве отрицательного контроля иммуногисто- 
химическую реакцию проводили без использования 
первичных антител. Специфичность антител прове­
ряли в контрольных экспериментах.

Результаты иммунофлюоресцентного окраши­
вания визуализировали на конфокальном лазер­
ном сканирующем микроскопе «Zeiss LSM  980» 
(«Zeiss», Германия). Морфометрический анализ 
проводили с помощью программного обеспечения 
Image J (версия 1.8.0_112) для оценки площади 
и оптической плотности иммунопозитивной обла­
сти. Для каждого образца было получено пять ми­
крофотографий. Площадь иммунопозитивной об­
ласти (% )  рассчитывали как отношение площади, 
занимаемой иммунопозитивными клетками, к об­
щей площади поля зрения. Для вычисления пло­
щади и оптической плотности иммунопозитивной 
области в программе ImageJ интересующие (им- 
муноокрашенные) области изображения выделяли 
вручную. Микрофотографию открывали в про­
грамме ImageJ. Затем в меню «Analyze» выбира­
ли пункт «Set Scale». Устанавливали соотношение 
пиксел/мкм, чтобы получить все данные в микро­
нах. Далее в этом же меню выбирали пункт «Set 
Measurements», чтобы оценить площадь и оптиче­
скую плотность иммунопозитивной области. Затем 
накладывали на изображение «маску», по кото­
рой проводили расчёты с помощью инструмента 
Treshold. После этого проводили анализ, выбрав 
пункт меню «Analyze Particles».

Для проведения П Ц Р  тотальную Р Н К  из не­
фиксированной ткани яичника стабилизировали с по­
мощью раствора для стабилизации Р Н К  IntactRNA 
(«Евроген», Россия). Выделение Р Н К  проводи­
ли с помощью набора «RNeasy MiniKit» («Qiagen», 
Германия) в соответствии с рекомендациями произ­
водителя. Для оценки чистоты Р Н К  использова­
ли спектрофотометрический анализ. Соотношение 
оптической плотности на длине волн 260 и 280 нм 
(A  2 6 0 /2 8 0 ) составляло около 2. Целостность 
каждого образца Р Н К  оценивали на основе распре­
деления размеров фрагментов, на которое указывали 
два пика, соответствующие 18S и 28S рибосомаль- 
ным РН К , и сигнал от малых РН К . Качество Р Н К  
оценивали на основе значений числа целостности 
Р Н К  (R IN ) в диапазоне 1—10, где 1 соответствует 
наиболее деградированной, а 10 —  наиболее непо­
врежденной, с использованием алгоритма RIN [9]. 
Число целостности Р Н К  (R IN ) в нашем исследо­
вании составляло 8. Диапазон концентраций вы­
деленной Р Н К  составил около 800—1000 нг/мкл.



Первую цепь кД Н К  синтезировали с помощью 
набора «Revert Aid First Strand cD N A  Synthesis 
Kit» («Thermo Fisher Scientific Inc.», С Ш А ) 
с использованием 100 нг Р Н К  на 20 мкл реакцион­
ной смеси. Полученную кД Н К  использовали не­
посредственно в качестве матрицы для количе­
ственной П Ц Р  в концентрации 1 мкл на 24 мкл 
реакционной смеси. Количественную П Ц Р  про­
водили с помощью D T - 322 (DN K-388T^ch- 
nology, Россия) с использованием набора для ам­
плификации «qP  CRmix- HS SYBR +  R O X » 
(«Евроген», Россия). Количественную П Ц Р  ис­
пользовали для оценки экспрессии гена SLC6A4. 
Олигонуклеотидные праймеры были разработа­
ны с помощью онлайн-сервиса NCBI Primer-Blast. 
Использовали пары праймеров, в которых один 
из них соответствовал участкам двух соседних экзо- 
нов. Синтез олигонуклеотидов проводили в Н П О  
«Синтол» (Москва, Россия). Последовательности 
праймеров для гена SLC6A4  представлены 
в табл. 1. Уровень экспрессии гена SLC6A4  опре­
деляли относительно референтного гена домаш­
него хозяйства G A P D H  [4] методом 2-AACq. 
Исследовали по три независимых образца из каж­
дой группы. Проводили минимум три параллельные 
реакции в соседних слотах.

Статистическую обработку результатов мор­
фометрического исследования и экспрессии гена 
G A P D H  проводили с использованием дисперси­
онного анализа (Anova) в случае параметрическо­
го характера распределения, и теста Крускала— 
Уоллиса —  в случае непараметрического характера. 
Характер распределения выявляли при помощи те­
ста Колмогорова-Смирнова. Для оценки межгруп- 
повых различий в случае нормально распределен­
ных данных использовали t-критерий Стьюдента, 
в случае отличия распределения от нормального —  
медианный тест. Гипотезу о равенстве средних зна­
чений в изучаемых группах отклоняли при p<0,05. 
Построение диаграмм для анализа экспрессии 
гена G A P D H  проводили в программе Microsoft 
Excel 2021. Статистический анализ всех данных 
проводили в программе Statistica 7.0.

Результаты и обсуждение

Серотонин был верифицирован в овариальных 
фолликулах, преимущественно в клетках грануле- 
зы. В табл. 2  и на рис. 1 представлены резуль­
таты измерения площади и оптической плотности 
иммунопозитивной области серотонина в тканях 
яичников в разных возрастных группах. Площадь 
иммунопозитивной области серотонина в ткани 
яичников имела тенденцию к двукратному увели­
чению по сравнению с антенатальным периодом, 
с последующим ее снижением вдвое к 5 -1 1  годам. 
После небольшого увеличения площади иммунопо- 
зитивной области к 1 6 -1 8  годам отмечали ее по­
степенное снижение без формирования пиков подъ­
ема показателя. Выявлено увеличение оптической 
плотности иммунопозитивной области серотони­
на с формированием двух пиковых подъемов значе­
ний от 1 года до 2 - 4  лет (в 1,5 раза) и от 5 -1 1  лет 
до 1 6 -1 8  лет (в 2 раза). Далее выявлено система­
тическое снижение оптической плотности иммуно- 
позитивной области серотонина.

Результаты измерения относительной экс­
прессии м Р Н К  гена SLC6A4  в тканях яичников 
представлены на рис. 2 . Этот показатель снижался 
к 2-4-летнему возрасту на 18% по сравнению с по­
казателем в возрастной группе до 1 года. Далее так­
же происходило постепенное снижение экспрессии 
м Р Н К  серотонинового транспортера. В тканях яич­
ников, полученных от женщин репродуктивного воз­
раста, этот показатель в среднем был на 46%  ниже, 
чем в возрастной группе 5 -1 1  лет. У женщин в пе­
риод пременопаузы он был на 5 4%  ниже, чем в воз­
растной группе 5 -11  лет. Начиная с 60 лет, значение 
этого показателя снижалось на 5 0 -8 8 %  по сравне­
нию с показателем в группе 1 6 -1 8  лет (см. рис. 2).

Из представленных данных можно сделать 
несколько важных выводов, касающихся роли се­
ротонина в старении женской репродуктивной си­
стемы. Серотонин, как известно, играет важную 
роль в функционировании ооцитов и поддержании 
нормальной активности фолликулов, при этом его 
накопление в яичниках млекопитающих происхо­
дит с участием транспортера S E R T  [2]. Показано,

Таблица 1

П оследовательность праймеров для генов SLC6A4  и G APD H

Ген Последовательность

SLC6A4 Forward: 5 -TCC TCC GCT TTG GCG CCT CTT C C -3 '

Reverse: 5 '-T G G  GGG T^G CAG GGG AGA TCC TG-3'

GAPDH Forward: 5 '-T G T  AAA ACG  AC G  GCC AG T-3'

Reverse: 5 '-C A G  GAA ACA GCTATG A C C -3'



Рис. 1. Возраст ная динамика иммунопозит ивной области серотонина в яичниках. Иммунофлюоресцентная конфо­
кальная микроскопия. Ядра клеток окрашены H oechst 3 3 2 5 8  — синяя флюоресценция, экспрессия серотонина — розо ­

вая флюоресценция (A lexa  Fluor 5 6 7 ) :  а — 1 год ; б  — 43  года; в — 75 лет ; г — контроль без первичных антител, 43  года

что для нормального функционирования грану­
лезных клеток необходим мембранный транспорт 
серотонина [12, 13], а нокаут гена Sert приводит 
к угнетению функциональной активности гранулез­
ных клеток [1, 16].

Интересно, что у женщин уровень серотони­
на и его транспортера, оцениваемый при помощи 
иммуноокрашивания и экспрессии м Р Н К  соот­
ветственно, по мере старения постепенно снижа­
ется. Наименьший уровень экспрессии серотонина 
и гена его транспортера SLC 6A4  наблюдали после 
45 лет, что может свидетельствовать о переходных 
процессах, связанных с менопаузой. Исследование 
уровня серотонина у половозрелых крыс показало

его пиковое значение в период эструса, в то время 
как у неполовозрелых особей серотонин в яични­
ках не был обнаружен [3]. G.F. Gonzales и соавт. 
установили, что у женщин с аменореей, в период 
постменопаузы и у женщин с овариэктомией уро­
вень серотонина в крови был ниже, чем у женщин 
репродуктивного возраста с регулярной менструа­
цией. При этом у женщин в постменопаузе уровень 
серотонина в крови повышался после приема эстро- 
гензаместительной терапии до значений, аналогич­
ных тем, которые наблюдали у женщин с регуляр­
ной менструацией. У женщин с овариэктомией 
уровень серотонина в крови был обратно пропорци­
онален возрасту. В том же исследовании наблюда-



Таблица 2

Синтез серотонина в тканях яичников в разны х возрастны х группах

Возрастная группа, лет Площадь иммунопозитивной 
области серотонина, %

Оптическая плотность 
иммунопозитивной области серотонина, у. е.

До 1 года 17,36 (16,13; 18,27) 27,07 (24,05; 29,87)

1 год 30,03 (27,91; 30,41) 25,45 (23.16; 26,89)

2 -4 15,58 (14,90; 16,71)* 22,24 (18,99; 21,20)

5-11 14,31 (13,40; 14,89)* 21,35 (19,77; 20,80)*

12-15 17,28 (16,88; 17,79)* 20,77 (24,18; 21,01)*

16-18 18,14 (17,67; 18,40)* 21,08 (19,61; 20,85)*

19-29 11,75 (11,01; 12,83)* 21,04 (16,79; 23,66)*

3 0 -4 4 6,35 (5,77; 6,55)*- ** 12,47 (11,19; 13,44)*, **

4 5 -59 3,07 (2,41; 3,34)*. ** 7,21 (6,64; 8,03)*, **

60 -74 1,57 (1,34; 2,14)*, ** 4,88 (4,42; 5,42)*, **

7 5 -89 0,69 (0,62; 0,87)*, ** 3,39 (2,35; 3,60)*, **

>90 0,26 (0,17; 0,29)*, ** 0,83 (0,37; 1,57)*. **

Примечание. Данн т̂е представлен^! как медиана, 1-й и 3-й квартили. * _р<0,05 по сравнению с возрастной группой 1 год; ** _р<0,05 по сравне­
нию с возрастной группой 19-29 лет.
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2.5 

2

1.5 

1

0,5

0

Относительная экспрессия мРКН SLC6A4

1*)

О * ) -

2*)

2*) 2*^Ш 2*) 2*)I  ̂  ̂ ^  3 * ) -

I I 3*)

<1 2-4 5-11 12-15 16-18 19-29 30-44 45-59 60-74 75-89 >90
Возраст, лет

Р ис. 2 . От носит ельная экспрессия м Р Н К  гена S L C 6 A 4  в тканях яичников пациенток разных возраст ных групп. 
Уровень экспрессии гена S L C 6 A 4  определяли от носит ельно референт ного гена домаш него хозяйст ва G A P D H , 

принятого за 1. Данные представлены как среднее и ст андарт ное отклонение. 1)*  p < 0 ,0 5  по сравнению  
с возраст ной группой д о  1 года; 2 )*  p < 0 ,0 5  по сравнению с возраст ной группой 5 —11 лет ;

3 )*  p < 0 ,0 5  по сравнению с возраст ной группой 16—18 лет

ли прямую связь уровня сывороточного эстрадиола 
и серотонина в цельной крови [8].

Полученные данные также указывают на воз­
можную взаимосвязь снижения содержания серо­
тонина и экспрессии гена SLC 6A4  в клетках гра- 
нулезы яичников и снижения овариального резерва 
женщин и возраста. Зависимость содержания се­
ротонина в клетках яичников от овариального ре­
зерва была описана в исследовании S. Gok и соавт., 
что подтверждает данную гипотезу [7].

Выводы

Результаты исследования показали значитель­
ный вклад серотонина и его транспортера S E R T  
в функционирование яичников у детей, девушек 
и женщин разного возраста. Эти данные могут 
служить основой для дальнейших исследова­
ний, направленных на предиктивную диагностику 
и профилактику старения яичников и женской ре­
продуктивной системы.

Конфликт интересов отсутствует.
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There is a worldwide trend towards an increase in the age of first-time mothers. Due to the 
social peculiarities of society, many women postpone the birth of children after the age of 30­
40 years. This often leads to difficulties in conceiving and carrying a pregnancy. Understanding 
the molecular mechanisms of ovarian aging has important practical significance. Serotonin and 
its SERT transporter, encoded in humans by the SLC6A4 gene, play an important role in the 
functioning of the ovaries during various reproductive periods of women's lives. The aim of the 
study was to evaluate the age-related dynamics of the expression of the serotonin transporter 
gene SLC6A4 and the synthesis of serotonin in the ovaries at different ages of women's lives. 
The study was performed on autopsy material from 164 ovaries obtained from people aged 
several months to 92 years. The synthesis of serotonin in the ovaries was evaluated by im- 
munohistochemistry, and the expression of the serotonin transporter gene was studied by PCR 
analysis. The level of serotonin in the ovaries of women decreases in aging, reaching minimum 
values after the age of 45, which may be associated with the onset of menopause. The same 
age-related trend was found for the expression of the SLC6A4 serotonin transporter gene. 
These data highlight the importance of serotonin and its SERT transporter for the assessment 
and development of prevention tools for age-related ovarian changes.
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