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Исследовали долговременное влияние сочетания стресса в пренатальный и пре-
пубертатный периоды развития на показатели тонической воспалительной боли
в формалиновом тесте и уровня выраженности депрессивноподобного поведе-
ния, а также на стрессовую реактивность гормонального ответа у взрослых крыс.
Кроме того, у крыс обоего пола было оценено влияние ингибитора обратного за-
хвата серотонина (5-HT) флуоксетина и агониста 5-HT1A-рецептора буспирона,
хронически вводимых их стрессированным матерям в период беременности, на
исследованные типы адаптивного поведения, нарушенного пренатальным стрес-
сом. Обнаружено, что у крыс обоего пола пренатальный стресс усилил болевой
ответ, организованный на спинальном и супраспинальном уровнях центральной
нервной системы, флуоксетин и буспирон нормализовали их. Стресс в препубер-
татный период развития нивелировал у взрослых крыс влияние пренатального
стресса на воспалительный болевой ответ, интегрированный на супраспиналь-
ном уровне; в этих условиях флуоксетин и буспирон не действовали в отличие от
их антиноцицептивного влияния на болевой ответ, интегрированный на спи-
нальном уровне. Стресс в препубертатном возрасте нивелировал половые разли-
чия, обнаруженные при депрессивно-подобном поведении у пренатально не
стрессированных и пренатально стрессированных с введением физиологического
раствора крыс. У контрольных взрослых самок и взрослых самок с пренатальны-
ми воздействиями стресс в препубертатном возрасте повысил уровень кортико-
стерона в плазме крови после принудительное плавания по сравнению с базаль-
ным уровнем гормона, но достоверных различий в уровне стрессовой реактивно-
сти гормонального ответа после принудительного плавания обнаружено не было.
Таким образом, идентифицированы условия стрессовых воздействий, которые
повышают устойчивость к стрессу у взрослых крыс. Стресс в критические перио-
ды развития формирует фенотип с повышенной стрессоустойчивостью к воспа-
лительному болевому воздействию, что обнаружено в ответе, организованном на
супраспинальном уровне у взрослых особей.

Ключевые слова: стресс в пренатальный и препубертатный периоды, взрослые сам-
цы и самки крыс, воспалительная боль, депрессивное поведение, кортикостерон
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Стрессовые события в ранние периоды индивидуального развития нарушают
функциональную активность гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой систе-
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мы (ГГНС), морфофункциональное развитие головного мозга и, как следствие, из-
меняют формирование поведения [1, 2]. Подтверждением этому являются много-
численные данные, полученные как на человеке [3, 4], так и в экспериментах на
животных [1, 2] при исследовании краткосрочных и долговременных влияний
стресса в перинатальный период развития на психоэмоциональное поведение.
Стресс в препубертатный период развития, характерной особенностью которого
является высокая пластичность, обуславливающая повышенную чувствительность
к внешним и внутренним раздражителям [5], рассматривают, наряду со стрессом в
перинатальном возрасте, как фактор риска для развития тревожных и депрессив-
ных состояний и отклонений в функциональной активности ГГНС [6–8]. Уделяет-
ся внимание половым различиям у взрослых животных во влиянии стресса в пре-
пубертатном возрасте [9] на поведение. При исследовании на животных в качестве
стресса наиболее часто применяют пренатальный стресс (стресс матери во время
гестации), стресс изоляции новорожденных от матери, хронический умеренный
стресс и неблагоприятные условия жизни [7, 10, 11]. Влияние стресса в раннем воз-
расте изучают преимущественно на стрессоустойчивость к эмоциональному и со-
циальному типам стресса [11]. Доминирующее число работ было посвящено нега-
тивным последствиям стресса в критические периоды развития, к которым отно-
сятся и пренатальный и препубертатный периоды [8, 9, 12]. Одной из самых
важных мишеней пренатального стресса является 5-HT1A-рецептор [13]. Ранее нами
было показано, что повторные инъекции ингибитора обратного захвата серотонина
(5-HT) флуоксетина и агониста 5-HT1A-рецептора буспирона беременным самкам
крыс, стрессированным в период беременности, нормализовали адаптивное поведе-
ние, нарушенное пренатальным стрессом, у молодого потомства [14]. Оба препарата
действуют через 5-HT1A-рецептор, вовлеченный в психоэмоциональное поведение
и ноцицепцию и влияют на уровень 5-HT в головном мозге [15]. Серотонин в прена-
тальный период онтогенеза выполняет роль развивающего сигнала и ответственен,
при тесном взаимоотношении с ГГНС, за высокую нейропластичность, которая поз-
воляет клеткам мозга в ответ на изменения окружающей среды корректировать раз-
витие центральной нервной системы и адаптироваться к ним [16]. Перечисленные
факты привлекли наше внимание к серотонинергической системе при исследовании
влияния сочетания стрессовых воздействий в пре- и постнатальном развитии на
адаптивное поведение крыс в разные возрастные периоды.

В последние годы все чаще появляются данные о возможном благоприятном
влиянии повторного стресса во время критических периодов развития на чувстви-
тельность к стрессу во взрослом возрасте [17, 18], притом большое внимание обра-
щается на половые различия. Неоднородность результатов, полученных в разных
экспериментальных условиях, включая тип и последовательность стрессовых воз-
действий, их интенсивность и длительность, а также пол животных и возраст в пе-
риод воздействия стрессом и во время оценки его последствий, сдерживает иссле-
дование механизмов этого феномена. В настоящее время актуальным является
идентификация разнообразных стрессовых условий, сочетание которых в критиче-
ские периоды развития повышает адаптацию к будущим стрессам, а также прове-
дение исследований на особях обоего пола, так как имеющиеся данные получены
преимущественно на самцах [11]. На основании данных литературы, включающих
и различную индивидуальную особенность к развитию стрессоустойчивости к оди-
наковым стрессовым условиям, была выдвинута гипотеза об уязвимости и устой-
чивости индивидуумов, подвергнутых стрессовым событиям в критические перио-
ды жизни, к стрессу в последующем онтогенезе [17, 19, 20]. Основное внимание в
этой гипотезе уделяется условиям, в которых осуществляется стресс на ранних эта-
пах жизни и стресс во взрослом состоянии. При совпадении этих условий стресса
можно ожидать положительный результат – устойчивость к стрессу, в противном
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случае организм оказывается уязвимым к чрезмерным нагрузкам, что приводит к
развитию тревожно-депрессивных проявлений и различных заболеваний.

Ранее нами было обнаружено, что стресс в перинатальном периоде повышает
способность противостоять стрессу у самцов крыс в препубертатном возрасте [21].
В упомянутой работе мы впервые использовали сочетание стресса самки крысы в
период беременности, являющегося фактором риска для развития депрессии у
потомства, и стресса воспалительной боли у новорожденных, встречающегося в
неонатальной клинике. Оказалось, что у взрослых самцов, испытавших подобные
события в перинатальном возрасте, интенсивность тонического болевого ответа
была достоверно ниже, чем у контрольных самцов. Поведенческие исследования
на животных определяют направление для изучения механизмов этого парадок-
сального явления на молекулярном уровне [22].

Цель настоящей работы состояла в исследовании влияния сочетания пренаталь-
ного стресса и стресса в препубертатном возрасте на интенсивность тонического
воспалительного болевого ответа, степень выраженности депрессивноподобного
поведения, а также на стрессовую реактивность гормонального ответа у пренаталь-
но стрессированных взрослых крыс. Ранее мы показали, что стресс в перинаталь-
ном возрасте может изменить активность применяемых антидепрессантов [21], по-
этому в настоящей работе исследовали еще и влияние ингибитора обратного захвата
серотонина (5-HT) флуоксетина и агониста 5-HT1A-рецептора буспирона, кото-
рые вводились стрессированным матерям в период беременности, на изучаемые
типы адаптивного поведения, нарушенного пренатальным стрессом, у потомства
обоего пола.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектом исследования было потомство крыс линии Вистар, полученных из
биоколлекции Института физиологии им. И.П. Павлова РАН (Санкт-Петербург) и
доставленных в виварий лаборатории. Все процедуры работы с животными прово-
дились в соответствии с принципами Базельской декларации и рекомендациями
руководства ARRIVE [23]. Протоколы опытов утверждены комиссией по гуманно-
му обращению с животными Института физиологии им. И.П. Павлова РАН. Все
животные содержались в стандартных условиях (свободный доступ к воде и пище,
12-часовой день, свет с 8.00). Самки до беременности (n = 50) и самцы (n = 30) были
помещены в стандартные клетки (в каждой клетке 5 самок и 3 самца). Беремен-
ность определяли по мазку из влагалища, наличие сперматозоидов в мазке обозна-
чали как нулевой день беременности. С 9-х суток беременности до родов самки по-
лучали ежедневную внутрибрюшинную инъекцию флуоксетина (10 мг/кг, Sigma),
буспирона (3.5 мг/кг, Sigma) или физиологического раствора, контрольные самки,
подвергнутые только взятию в руки, оставались без воздействий. Ранее нами было
показано, что пренатальный стресс вызывал достоверно более сильное увеличение
воспалительного болевого ответа в формалиновом тесте (р < 0.05) и депрессивно-
подобного поведения в тесте принудительного плавания (р < 0.001) у взрослых крыс
по сравнению с болевым ответом и ответом депрессивно-подобного поведения у
пренатально не стрессированных взрослых крыс, рожденных самками с введением
физиологического раствора в период беременности [24], поэтому в качестве кон-
троля в настоящей работе использовали пренатально не стрессированных крыс без
введения физиологического раствора. Дозы препаратов были апробированы нами
ранее [24] и соответствовали данным, имеющимся в литературе [25]. С 15-х суток
беременности до родов самок с введением препаратов или физиологического рас-
твора утром и вечером в течение 60 мин при ярком свете подвергали иммобилиза-
ционному стрессу, помещая их в цилиндры, резко ограничивающие движение
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крыс. Стресс беременной самки используют в качестве модели пренатального
стресса для потомства: стресс в последнюю неделю беременности самки, вызывая у
плода чрезмерное повышение уровня кортикостерона, приводит в дальнейшем к
развитию депрессивноподобного поведения у потомства [7]. Введение стрессиро-
ванным беременным крысам антидепрессанта флуоксетина или анксиолитика бу-
спирона нивелирует негативное влияние стресса [21]. Рождение потомства прове-
ряли каждые четыре часа (с 8 до 20 ч). На следующие сутки после рождения в каж-
дом помете оставляли по 4 разнополых особи. Крысята находились в гнезде с
матерью до 30-дневного возраста. Затем разнополых животных рассаживали в раз-
ные клетки. В исследование были включены следующие группы крыс: пренатально
не стрессированные (контрольные), пренатально стрессированные с введением
физиологического раствора, пренатально стрессированные с введением флуоксе-
тина, пренатально стрессированные с введением буспирона.

На крысах обоего пола с перечисленными выше пренатальными воздействиями
и на контрольных животных было проведено две серии экспериментов. В серии I
(самки n = 38, самцы n = 38) при достижении крысами 90-дневного возраста у них
оценивали интенсивность воспалительного болевого ответа в формалиновом тесте
(подкожная инъекция 2.5%-ного раствора формалина, 50 мкл в подошву левой зад-
ней конечности) и через трое суток – уровень выраженности депрессивноподобно-
го поведения в тесте принудительного плавания. В серии II (самки n = 44, самцы
n = 40), животные в возрасте 25 дней были подвергнуты стрессу воспалительной
боли (подкожная инъекция 10 мкл 2.5%-ного раствора формалина в подошву левой
задней конечности) и через три дня – стрессу принудительного плавания. При до-
стижении 90-дневного возраста у этих животных исследовали адаптивное поведе-
ние, как и у крыс серии I.

В формалиновом тесте, который широко используется для оценки антиноцицеп-
тивного действия препаратов на интенсивность воспалительной боли, регистриро-
вали в течение 60 мин число сгибаний + встряхиваний (реакция, интегрированная
на спинальном уровне) и продолжительность реакции вылизывания (супраспиналь-
ный уровень) в ответ на подкожную инъекцию формалина в подошву левой задней
конечности в тоническую фазу двухфазного поведенческого ответа [26]. В тесте при-
нудительного плавания каждую крысу на 5 мин помещали в цилиндр с водой (диа-
метр 25 см, высота 60 см, температура воды 24–25°С) и регистрировали время, про-
веденное крысой в неподвижном состоянии (время иммобильности – показатель
депрессивноподобного поведения). Через 30 мин после завершения теста принуди-
тельного плавания у самок крыс серии II декапитацией собирали кровь. Самки в
день эксперимента находились в стадии диэструса. Для определения базального
уровня кортикостерона были использованы самки (n = 43), подвергнутые всем воз-
действиям, как и самки серии II, кровь у них собирали в 9 ч утра. Кровь центрифуги-
ровали, плазму крови хранили при температуре –20°С. Содержание кортикостерона
в плазме крови определяли с помощью иммуноферментного анализа с использова-
нием реактивов фирмы (Xema-Medica Co Cat No: K210R).

Анализ данных проводился с использованием трехфакторной модели дисперси-
онного анализа ANOVA. Факторы: серия (I, II), пол (самцы, самки) и воздействие
(пренатально не стрессированные/физиологический раствор + пренатальный
стресс/флуоксетин+пренатальный стресс/буспирон + пренатальный стресс) с по-
следующими множественными апостериорными сравнениями по Бонферрони.
В качестве зависимых переменных выступали: сгибание + встряхивание, продол-
жительность вылизывания, время иммобильности. Сила связи фактора и зависи-
мой переменной измерялась при помощи величины η2 (Partial Eta Squared). Для
кортикостерона применяли дисперсионный двухфакторный анализ ANOVA. Фак-
торы: серия (базальный, серия II), и воздействие (пренатально не стрессирован-



271СОЧЕТАНИЕ СТРЕССОВЫХ ВОЗДЕЙСТВИЙ В КРИТИЧЕСКИЕ...

ные/физиологический раствор + пренатальный стресс/флуоксетин + пренаталь-
ный стресс/буспирон + пренатальный стресс) с последующими сравнениями по
Бонферрони. Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка. При-
нятый уровень значимости составлял 5%. При анализе данных использовался про-
граммный комплекс SPSS Inc.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В формалиновом тесте для сгибания + встряхивания во второй тонической фазе
ответа получено значимое влияние серии F(1,144) = 42.238, ***p < 0.001, η2 = 0.222
и влияние воздействия F(3,144) = 18.384, ***p < 0.001, η2 = 0.277. Для продолжи-
тельности вылизывания во второй тонической фазе ответа получено значимое вли-
яние серии F(1,444) = 148.796, ***p < 0.001, η2 = 0.508, воздействия F(3,144) = 8.227,
p < 0.001, η2 = 0.146, пола F(1,14) = 5.481, *p = 0.021, η2 = 0.037, также значимо взаи-
модействие серии и воздействия F(3,144) = 3.317, *p = 0.022, η2 = 0.065.

Тест Бонферрони обнаружил, что в серии I пренатальный стресс увеличил боле-
вой ответ в показателях как спинального, так и супраспинального уровней у взрос-
лых самцов (р < 0.01 в обоих случаях) (рис. 1A, C), у самок – на супраспинальном
уровне (р = 0.004) (рис. 1D) по сравнению с идентичными показателями болевого
воспалительного ответа у пренатально не стрессированных взрослых крыс. Флуок-
сетин уменьшил показатели болевого ответа у самцов на спинальном (р = 0.042) и
супраспинальном (р = 0.021) уровнях (рис. 1А, C), а у самок – только на супраспи-
нальном уровне (р = 0.034) (рис. 1D) по сравнению с показателями ответа у прена-
тально стрессированных крыс. Буспирон уменьшил показатели болевого ответа у
самцов на спинальном (р = 0.043) и супраспинальном уровнях (р = 0.030) (рис. 1C), а у
самок – на спинальном (р = 0.021) и супраспинальном уровнях (р = 0.018) (рис. 1B, D)
по сравнению с показателями ответа у пренатально стрессированных крыс. Таким
образом, в серии I повторное введение флуоксетина и буспирона беременным сам-
кам крыс вызывало у взрослого потомства снижение усиленного пренатальным
стрессом воспалительного болевого ответа, организованного на спинальном и су-
праспинальном уровнях.

Тест Бонферрони обнаружил, что в серии II пренатальный стресс увеличил чис-
ло сгибаний + встряхиваний у самцов (р = 0.011) и на уровне тенденции у самок
(р = 0.063) (рис. 1A, B), но не изменил продолжительность вылизывания у крыс
обоего пола (рис. 1C, D). Флуоксетин и буспирон уменьшили влияние пренатального
стресса на болевой ответ в показателях спинального уровня у самцов (р = 0.020, р = 0.002)
(рис. 1A) и самок (р = 0.006, р = 0.002) (рис. 1B) по сравнению с пренатально стрес-
сированными крысами. Тест Бонферрони обнаружил следующие различия между
сериями I и II в тоническом болевом ответе. Более высокие значения ответа были
обнаружены в серии II в показателях спинального уровня у пренатально не стрес-
сированных и пренатально стрессированных самцов (р = 0.009, р = 0.025) (рис. 1A)
и пренатально стрессированных самок (р = 0.007) (рис. 1B). Важно, что в показате-
лях супраспинального уровня более высокие показатели были обнаружены в серии I
у пренатально не стрессированных самцов (р = 0.004) (рис. 1C) и самок (р = 0.005)
(рис. 1D) и пренатально стрессированных самцов и самок (р < 0.001 в обоих случа-
ях. Кроме того, в серии II по сравнению с серией I величина болевого ответа на су-
праспинальном уровне была меньше у пренатально стрессированных самцов с
флуоксетином и буспироном (р < 0.001 и р = 0.002) (рис. 1C) и самок (р < 0.001 в
обоих случаях) (рис. 1D), а на спинальном уровне - у пренатально стрессированных
самцов с флуоксетином (р = 0.003) (рис. 1A). Таким образом, в серии II влияние со-
четания стрессоров неодинаково проявилось в болевом ответе, организованном на
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спинальном и супраспинальном уровнях. Так, число сгибаний + встряхиваний у
пренатально стрессированных крыс было увеличено, флуоксетин и буспирон нор-
мализовали этот показатель. Продолжительность вылизывания, показатель боле-
вого ответа, организованного на супраспинальном уровне, снизилась более чем на
50% у пренатально не стрессированных крыс и крыс с пренатальными воздействи-
ями, притом различий в ответе между группами крыс не было обнаружено.

В тесте принудительного плавания для времени иммобильности получено значи-
мое влияние воздействия F(3,144) = 51.853, ***p < 0.001, η2 = 0.519, пола F(1,144) = 7.429,
**p = 0.007, η2 = 0.049, значимо взаимодействие серии и пола F(1,144) = 9.706, **p = 0.002,
η2 = 0.063 и в тенденции взаимодействие серии, пола и воздействия F(3,144) = 2.239,
p = 0.086, η2 = 0.045. Тест Бонферрони обнаружил, что в сериях I и II пренатальный
стресс увеличил время иммобильности у самцов (р = 0.002, р < 0.001) (рис. 2A) и у са-
мок (р = 0.004, р < 0.001) (рис. 2B) по сравнению с этим показателем у пренатально
не стрессированных животных. В серии I флуоксетин и буспирон уменьшили вре-
мя иммобильности у самцов (р < 0.001 в обоих случаях) (рис. 2A) и самок (р = 0.003,
р = 0.001) (рис. 2B) по сравнению с этим показателем у пренатально стрессирован-
ных крыс. В серии II флуоксетин уменьшил время иммобильности у самцов (р = 0.02)
и самок (р = 0.006) (рис. 2A, B), буспирон уменьшил этот показатель у крыс обоего
пола (р = 0.002 в обоих случаях) (рис. 2A, B). Обнаружено достоверное различие
между сериями во времени иммобильности у пренатально стрессированных самок
(р < 0.001), с более высоким показателем депрессии в серии II (рис. 2B). Половые
различия обнаружены только в серии I у пренатально не стрессированных (р < 0.01) и
пренатально стрессированных (р < 0.001) крыс c более высокими показателями у

Рис. 1. Влияние пренатальных воздействий (пренатальное введение флуоксетина, буспирона, прена-
тальный стресс) (Серия I) и их сочетания со стрессом в препубертатный период развития (Серия II) на
воспалительный болевой ответ в формалиновом тесте у взрослых самцов (A, B) и самок (C, D) крыс.
По вертикали – число сгибаний + встряхиваний (спинальный уровень) (A, B) и продолжительность ре-
акции вылизывания (супраспинальный уровень) (с) (C, D). Белые столбики – пренатально не стресси-
рованные (контроль), серые столбики – пренатально стрессированные с физиологическим раствором,
квадратная штриховка – пренатально стрессированные с флуоксетином, продольная штриховка – пре-
натально стрессированные с буспироном. Уровень значимости: *р < 0.05, **р < 0.01 между пренатально

стрессированными с физиологическим раствором и контролем; +р < 0.05, ++р < 0.01 – между прена-
тально стрессированными с физиологическим раствором и пренатально стрессированными с флуоксе-
тином; ^р < 0.05, ^^р < 0.01 – между пренатально стрессированными с физиологическим раствором и

пренатально стрессированными с буспироном; #р < 0.05, ##р < 0.01, ###р < 0.001 – между серией I и се-
рией II пренатально стрессированными с физиологическим раствором и пренатально стрессированны-
ми с флуоксетином. Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка.
Fig. 1. Effect of prenatal effects (prenatal administration of f luoxetine, buspirone, prenatal stress) (Series I) and
their combination with the stress during the prepubertal period (Series II) on the inflammatory pain response in
the formalin test in adult male (A, B) and female (C, D) rats.
Vertically – the number of f lexes + shakes (the spinal level) (A, B) and the licking duration (the supraspinal level)
(s) (C, D). White columns – non-prenatally stressed (the control), gray columns - prenatally stressed with saline
solution, square hatch - prenatally stressed with f luoxetine, the lengthwise hatch - prenatally stressed with buspi-
rone. Significance level: *р < 0.05, **р < 0.01 between the prenatally stressed with saline and control; *p < 0.05,
++p < 0.01 – between the prenatally stressed with saline and the prenatally stressed with f luoxetine; *p < 0.05,

^^p < 0.01 – between the prenatally stressed with saline and the prenatally stressed with buspirone; #p < 0.05,
##p < 0.01, ###p < 0.001 – between the series I and series II prenatally stressed with saline and the prenatally
stressed with f luoxetine. Data are presented as mean ± standard error.
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Рис. 1. Окончание
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самцов (рис. 2A, B). Таким образом, в серии I пренатальный стресс увеличил уро-
вень выраженности депрессивноподобного поведения у взрослых крыс по сравне-
нию с контролем, флуоксетин и буспирон нормализовали психоэмоциональное
поведение. Стресс в препубертатном возрасте увеличил уровень депрессивнопо-
добного поведения у пренатально стрессированных самок, но не изменил у прена-
тально стрессированных самцов. Половые различия, обнаруженные в серии I у
пренатально не стрессированных и пренатально стрессированных животных, с бо-
лее высоким показателем депрессивноподобного поведения у самцов, были ниве-
лированы стрессом в препубертатный период развития.

При исследовании уровня кортикостерона обнаружен значимый главный эффект
для фактора серия F(1,75) = 25.1, *** p < 0.001, η2 = 0.25, а также выявлена тенден-
ция для фактора воздействие F(3,75) = 2,6, p = 0.056, η2 = 0.096. Post hoc анализ об-
наружил снижение уровня кортикостерона у пренатально стрессированных самок
с введением буспирона (р = 0.011) по сравнению с уровнем гормона пренатально
стрессированных с физиологическим раствором крыс, уровня флуоксетина – на
уровне тенденции (р = 0.069). Post hoc анализ показал, что после теста принуди-
тельного плавания уровень кортикостерона повысился у пренатально не стресси-
рованных крыс (р = 0.049) по сравнению с их базальным уровнем гормона, у пре-
натально стрессированных с физиологическим раствором крыс (р = 0.021) по срав-
нению с их базальным уровнем гормона, а также у пренатально стрессированных
крыс с флуоксетином (р = 0.024) и пренатально стрессированных крыс с буспиро-
ном (р = 0.003) по сравнению с базальным уровнем кортикостерона у крыс этих
групп. Не было выявлено достоверных различий в уровне кортикостерона между
крысами пренатально не стрессированными, пренатально стрессированными с
физиологическим раствором, пренатально стрессированными с флуоксетином и
пренатально стрессированными с буспироном (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В проведенном исследовании мы идентифицировали условия стрессовых воз-
действий, которые повышают устойчивость к стрессу у взрослых крыс. Показано,
что сочетание пренатальных воздействий (введение флуоксетина или буспирона
стрессированным в период беременности самкам) и стресса в препубертатном воз-
расте (воспалительная боль и принудительное плавание) вызывало у взрослых
крыс обоего пола достоверное снижение тонического болевого воспалительного
ответа, интегрированного на супраспинальном уровне, по сравнению с соответ-
ствующим ответом у контрольных взрослых крыс. Сочетание стресса в пренаталь-
ный и препубертаный периоды развития нивелировало половые различия, обнару-
женные в уровне психоэмоционального поведения у пренатально не стрессированных
и пренатально стрессированных крыс. У самок, подвергнутых сочетанию прена-
тальных воздействий и стресса в препубертатном возрасте, уровень кортикостеро-
на в плазме крови после принудительное плавания был достоверно выше базального
уровня гормона у самок во всех исследованных группах, но достоверных различий
в уровне стрессовой реактивности гормонального ответа после принудительного
плавания обнаружено не было.

Пренатальный стресс вызвал у взрослых крыс увеличение продолжительности
вылизывания в тоническую фазу формалинового теста и времени иммобильности
(показатель депрессивноподобного поведения) в тесте принудительного плавания,
что подтвердило наши ранее опубликованные данные на взрослых крысах [26].
Многочисленные данные литературы, полученные как на человеке [2, 4], так и на
животных [7, 10, 11], указывают на негативные последствия в поведении, вызван-
ные пренатальным стрессом, в частности, на усиление тревожно-депрессивного
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Рис. 2. Влияние пренатальных воздействий (пренатальное введение флуоксетина, буспирона, прена-
тальный стресс) (Серия I) и их сочетания со стрессом в препубертатный период развития (Серия II) на
время иммобильности в тесте принудительного плавания у взрослых самцов (A) и самок (B) крыс.
По вертикали – время иммобильности (с). Белые столбики – пренатально не стрессированные (кон-
троль), серые столбики – пренатально стрессированные с физиологическим раствором, квадратная
штриховка – пренатально стрессированные с флуоксетином, продольная штриховка – пренатально
стрессированные с буспироном. Уровень значимости: **р < 0.01, ***р < 0.001 между пренатально стрес-

сированными с физиологическим раствором и контролем; +р < 0.05, ++р < 0.01, +++р < 0.001 – между
пренатально стрессированными с физиологическим раствором и пренатально стрессированными с
флуоксетином; ^^р < 0.01, ^^^р < 0.001 – между пренатально стрессированными с физиологическим

раствором и пренатально стрессированными с буспироном; ###р < 0.001 – между серией I и серией II
пренатально стрессированными с физиологическим раствором и пренатально стрессированными с

флуоксетином; 00р < 0.01, 000р < 0.001 – половые различия между пренатально не стрессированными и
пренатально стрессированными крысами в серии I. Данные представлены в виде среднего ± стандарт-
ная ошибка.
Fig. 2.   Effect of prenatal effects (prenatal administration of f luoxetine, buspirone, prenatal stress) (Series I) and
their combination with the stress during the prepubertal period (Series II) on immobility in the forced swimming
test in adult males (A) and female (B) rats.
Vertically – immobility time (s). White columns – non-prenatally stressed (the control), gray columns - prenatal-
ly stressed with saline solution, square hatch - prenatally stressed with f luoxetine, the lengthwise hatch - prenatal-
ly stressed with buspirone. Significance level: *р < 0.05, **р < 0.01 between the prenatally stressed with saline and

control; *p < 0.05, ++p < 0.01 – between the prenatally stressed with saline and the prenatally stressed with f lu-
oxetine; *p < 0.05, ^^p < 0.01 – between the prenatally stressed with saline and the prenatally stressed with buspi-

rone; #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 – between the series I and series II prenatally stressed with saline and
the prenatally stressed with f luoxetine. Data are presented as mean ± standard error.

поведения. В настоящем исследовании впервые представлены данные о снижении,
вызванном пренатальным введением флуоксетина, интенсивности воспалительно-
го болевого ответа и уровня выраженности депрессивноподобного поведения у
пренатально стрессированного женского взрослого потомства. Этот результат ука-
зывает на способность антидепрессанта флуоксетина вызывать антиноцицептивное
влияние, что расширяет имеющиеся немногочисленные, часто противоречивые, дан-
ные о роли флуоксетина в ноцицепции [27, 28]. Хроническое введение буспирона
стрессированным беременным самкам вызывало также снижение показателей ис-
следованного адаптивного поведения у потомства, что подтвердило наши данные,
полученные ранее на взрослых крысах [24] и пренатально стрессированных крысах
препубертатного возраста, подвергнутых в пренатальный период развития дей-
ствию буспирона и флуоксетина [14]. Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о том, что антидепрессант флуоксетин и анксиолитик буспирон при
определенных условиях способны вызывать антидепрессивный и антиноцицеп-
тивный эффекты.

Стресс в препубертатный период развития вызвал усиление болевого ответа, ин-
тегрированного на спинальном уровне, только у самцов. В литературе сообщается о
последствиях стресса в препубертатный период развития (хронический комбиниро-
ванный стресс или социальный стресс), обнаруженных в психоэмоциональном по-
ведении и когнитивной сфере взрослых крыс [29, 30]. Неидентичность результатов
определяется многими факторами, включая и половые различия.

В настоящей работе при исследовании интенсивности воспалительного болевого
ответа в формалиновом тесте нами был обнаружен важный факт, свидетельствую-
щий о зависимости результата влияния сочетания примененных стрессоров на ин-
тенсивность ответа от уровня интеграции болевой реакции. Так, продолжитель-
ность реакции вылизывания, интегрированной на супраспинальном уровне, со-
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кратилась (более чем на 50%) во всех группах самцов и самок крыс, подвергнутых
стрессовым воздействиям в пренатальный и препубертатный периоды развития,
что указывает на повышение стрессоустойчивости к воспалительной боли у взрос-
лых крыс. В этих условиях влияние флуоксетина и буспирона не проявилось, раз-
личий в величине болевого ответа у крыс в разных группах не было выявлено, тогда
как у крыс, не подвергнутых стрессу в препубертатном возрасте (серия I), флуоксе-
тин и буспирон у пренатально стрессированных животных обоего пола вызывали
антиноцицептивный эффект, подавляли проноцицептивное влияние пренатального
стресса. Совсем другой эффект – увеличение интенсивности болевого ответа – был
обнаружен в числе сгибаний + встряхиваний у самцов всех исследованных групп и
только у пренатально стрессированных самок. Таким образом, последствия соче-
тания стрессоров в разные возрастные периоды проявились у взрослых крыс по-
разному в реакциях, интегрированных на разных уровнях ЦНС: в повышенной
чувствительности, то есть уязвимости, к стрессу воспалительной боли в реакциях
спинального уровня и в устойчивости к стрессу в реакциях супраспинального
уровня. Формалиновый тест, как известно, широко используется для оценки влия-
ния разных препаратов на ноцицептивную систему [31]. Результаты нашей работы
подтверждает информативность формалинового теста при оценке влияний стрес-
совых событий на болевую систему.

Мы не можем сравнить наши результаты с данными литературы, так как не об-
наружили работ, в которых использовали стресс воспалительной боли в качестве
стрессового воздействия в раннем возрасте в сочетании с каким-либо другим
стрессом, хотя воспалительная боль часто встречается в неонатальной клинике.
Каким образом сочетание стрессовых воздействий в критические периоды инди-
видуального развития вызывает усиление интегрированного на спинальном уровне
воспалительного болевого ответа и снижение его на супраспинальном уровне у
крыс во взрослом состоянии? На поставленный вопрос мы можем только сделать
предположение: увеличение числа сгибаний и встряхиваний, вызванное сочетанием
стрессоров, обусловлено возбуждающей глутаматергической системой, а сокраще-
ние продолжительности реакции вылизывания – усилением тормозного ГАМКер-
гического влияния на супраспинальном уровне. Действительно, боль, вызванная
формалином, активирует интенсивные реакции сгибания, встряхивания и выли-
зывания поврежденной воспалительным агентом конечности, сопровождающиеся
доминирующим действием возбуждающей глутаматергической системы на спи-
нальном уровне [32]. Известно, что в механизмах формирования ноцицептивного
возбуждения в ответ на инъекцию формалина принимают участие разные уровни
ЦНС, включая кору головного мозга [33]. По имеющимся данным, нисходящая из
ядер шва моноаминергическая система регулирует ноцицептивный сигнал на
уровне задних рогов спинного мозга; показаны как афферентные пути от нейронов
спинного мозга к ядрам шва, так и эфферентные пути из ядер шва на спинальные
нейроны [34]. Известно, что серотонинергическая, ГГНС, глутаматергическая,
ГАМКергическая системы вовлечены в ноцицепцию и подвержены влиянию
стресса [35–38]. Стресс нарушает баланс процессов возбуждения и торможения в
ЦНС и функциональную активность ГГНС, которая влияет на системы контроля
болевой нисходящей серотонинергической системы, и, таким образом, на нейро-
физиологические механизмы, лежащие в основе восприятия боли. Принимая во
внимание разную роль метаботропных и инотропных как глутаматергических [39],
так и ГАМКергических [35] рецепторов во влиянии стресса на ноцицепцию, а так-
же механизм котрансмиссии глутамата с серотонинергическими и ГАМКергиче-
скими нейронами [40], можно предположить, что эти факторы вовлечены в обна-
руженные нами различия во влиянии стресса в разные периоды развития крысы на
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воспалительный болевой ответ, интегрированный на спинальном и супраспиналь-
ном уровнях ЦНС.

Надо отметить, что влияние препубертатного стресса, проявившееся в увеличе-
нии интенсивности болевого ответа спинального уровня, обнаружено у пренатально
не стрессированных, пренатально стрессированных с физиологическим раствором
и пренатально стрессированных с введением флуоксетина самцов, тогда как у са-
мок – только в группе пренатально стрессированных с введением физиологиче-
ского раствора. Однако не было обнаружено половых различий в интенсивности
болевого ответа в обеих сериях экспериментов.

У взрослых пренатально стрессированных крыс как подвергнутых, так и не под-
вергнутых стрессированию в препубертатном возрасте, уровень выраженности де-
прессивноподобного поведения был повышен по сравнению с уровнем депрессив-
ного поведения у контрольных крыс в соответствующих группах. Хроническое введе-
ние флуоксетина и буспирона стрессированным беременным самкам нормализовало
этот тип поведения у взрослого потомства обоего пола. Различие между сериями I
и II были выявлены в усилении времени иммобильности только у пренатально
стрессированных самок. Несмотря на отсутствие в серии I достоверности во време-
ни иммобильности у пренатально стрессированных с препаратами самцов и самок,
степень выраженности депрессивноподобного поведения у самок как с флуоксети-
ном, так и буспироном, была ниже, чем у самцов. Половые различия, обнаружен-
ные в уровне депрессивноподобного поведения у пренатально не стрессированных
и пренатально стрессированных крыс с введением физиологического раствора (се-
рия I) были нивелированы стрессом в препубертатном возрасте (серия II). В лите-
ратуре есть данные, что самки в препубертатном возрасте более чувствительны к
стрессу, чем самцы [30], однако эти данные касаются только социального стресса.
Итак, результаты, полученные как при исследовании воспалительного болевого
ответа, так и уровня выраженности депрессивноподобного поведения, свидетель-
ствуют о сложности механизмов долговременного влияния сочетания стресса в
разные критические периоды развития на гормональные и нейротрансмиттерные
системы. Хотя механизм этого важного адаптивного явления изучается на молеку-
лярно-генетическом уровне, нрешенными остаются многие вопросы, включая во-
прос: на каком этапе развития происходит трансформация нарушений в нейрогумо-
ральной регуляции, вызванных стрессом в раннем возрасте, в адаптивный процесс.

Таким образом, полученные данные позволили идентифицировать условия
стрессовых воздействий, повышающих устойчивость к стрессу у взрослых крыс.
Установлено, что стресс в критические периоды развития формирует фенотип с
повышенной стрессоустойчивостью к воспалительному болевому воздействию,
что обнаружено в ответе, организованном на супраспинальном уровне у взрослых
особей. Влияние стресса на депрессивно-подобное поведение проявляется в зави-
симости от пола животных. Важность положительного результата при взаимодей-
ствии двух негативных стрессоров очевидна: повышается стрессоустойчивость и
появляется возможность отмены антидепрессантов, применение которых стано-
вится уже не эффективным. Полученные новые данные расширяют представление
об уязвимости и устойчивости индивидуумов, подвергнутых стрессовым событиям
в критические периоды жизни, к стрессу в последующем онтогенезе [17, 19, 20] и
имеют практическое значение.
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Combination of Stressful Influences during Critical Periods of Development
Increases Resistance to Stress of Inflammatory Pain in Adult Rats

I. P. Butkevicha, b,*, V. А. Mikhailenkoa, and E. A. Vershininaa
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We studied the long-term effect of the combination of stress in the prenatal and prepu-
bertal periods of development on indicators of tonic inflammatory pain in the formalin
test and the depressive-like behavior, as well as on the stress reactivity of the hormonal
response in adult rats. In addition, in rats of both sexes, the effect of serotonin reuptake
inhibitor (5-HT) fluoxetine and 5-HT1A agonist buspirone, chronically administered to
their stressed mothers during pregnancy, on the studied types of adaptive behavior dis-
turbed by prenatal stress was evaluated. It was found that in rats of both sexes, prenatal
stress intensified the pain response organized at the spinal and supraspinal levels of the
central nervous system, fluoxetine and buspirone normalized them. Stress in the prepu-
bertal period of development leveled the effect of prenatal stress on the inflammatory
pain response integrated at the supraspinal level in adult rats; under these conditions,
fluoxetine and buspirone did not act, unlike their antinociceptive effect on the pain re-
sponse integrated at the spinal level. Stress in prepubertal age leveled the sex differences
found in the depressive-like behavior in prenatally non-stressed and prenatally stressed
rats with saline. In control adult females and adult females with prenatal effects, prepu-
bertal stress increased plasma corticosterone after forced swimming compared to basal
hormone levels, but no significant differences in the level of stress reactivity of the hor-
monal response after forced swimming were found. Thus, the conditions of stressful im-
pacts that increase resistance to stress in adult rats are identified. Stress in critical periods
of development forms a phenotype with increased stress resistance to inflammatory
pain, which was found in the response organized at the supraspinal level in adults.

Keywords: stress in the prenatal and prepubertal periods, adult male and female rats, inflam-
matory pain, depressive behavior, corticosterone
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Одним из активно исследуемых в настоящее время классов регуляторных пепти-
дов являются меланокортины, включающие в себя такие биологически-актив-
ные вещества, как адренокортикотропный гормон (AКТГ), α-, β- и γ-мелано-
цитстимулирующие гормоны (МСГ). Фрагменты АКТГ, как и другие пептиды
семейства меланокортинов, обладают выраженными нейротропными эффектами,
направленными, в частности, на стимуляцию процессов обучения, памяти и вни-
мания. При этом активным центром АКТГ, необходимым для активации всех ви-
дов меланокортиновых рецепторов, является последовательность His-Phe-Arg-Trp,
соответствующая фрагменту АКТГ6–9. В настоящей работе нами были исследован
синтетический пептид – АКТГ6–9-PGP, содержащей в своей структуре природ-
ный фрагмент АКТГ6–9, стабилизированный с C-конца последовательностью
аминокислот пролил-глицил-пролин (PGP) с целью повышения устойчивости к
действию карбоксипептидаз. Изучены эффекты внутрибрюшинного введения
АКТГ6–9-PGP в дозах 0.5; 5; 50; 150 и 450 мкг/кг однократно за 15 мин до начала
опыта по изучению уровня тревожности у крыс с использованием теста кон-
фликтной ситуации по Вогелю (наказуемое поведение) и теста “приподнятый
крестообразный лабиринт” (ненаказуемое поведение). Проведено сравнение эф-
фектов АКТГ6–9-PGP и его структурного аналога – АКТГ4–7-PGP в дозах 50;
150 и 450 мкг/кг с использованием указанных тестов. Установлено, что АКТГ6–9-PGP
в тесте конфликтной ситуации по Вогелю вызывал повышение уровня тревожно-
сти у крыс, которое проявлялось в сокращении времени питья (во всех дозах) и в
уменьшении количества облизываний (в дозах 0.5 и 150 мкг/кг (p < 0.01)). В тесте
“приподнятый крестообразный лабиринт” АКТГ6–9-PGP не оказывал суще-
ственного влияния на поведение крыс. В моделях наказуемого и ненаказуемого
поведения эффектов АКТГ4–7-PGP выявлено не было. Таким образом, установ-
лено, что АКТГ6–9-PGP, в отличие от АКТГ4–7-PGP, влияет на уровень тревож-
ности у крыс в зависимости от дозы пептида и исследуемой модели поведения.

Ключевые слова: регуляторные пептиды, АКТГ, тревожность, тест Вогеля, при-
поднятый крестообразный лабиринт, крысы
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В настоящее время меланокортины являются одними из наиболее интенсивно
изучаемых классов регуляторных пептидов. Широкий спектр их физиологических
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эффектов, открытие семейства меланокортиновых рецепторов (MC1R–MC5R) [1, 2] в
различных структурах головного мозга, а также возможность прохождения корот-
ких пептидных последовательностей через гематоэнцефалический барьер, позво-
ляет рассматривать фрагменты адренокортикотропного гормона (АКТГ) как пер-
спективные молекулы для дальнейшего изучения и клинического применения в
виде фармакологических препаратов [2–4].

Известно, что N-концевые фрагменты АКТГ обладают нейротрофическим,
анальгетическим и ноотропным эффектами [3]. Доказано влияние меланокорти-
нов на регуляцию эмоционального состояния и реакции организма при стрессе [5].
При этом известно, что последовательность His-Phe-Arg-Trp (HFRW), соответству-
ющая фрагменту АКТГ6–9, является активным центром молекулы АКТГ, необхо-
димым для активации всех видов MCR [6–9]. Показано, что His-Phe-Arg-Trp слу-
жит критическим фармакофором [10–12] всех эндогенных агонистов MCR, т.е.
проявляет себя как структура, необходимая для обеспечения оптимальных супра-
молекулярных взаимодействий с определенной биологической мишенью. При
этом последовательность His-Phe-Arg-Trp является абсолютно необходимой и до-
статочной для активации всех типов MCR за исключением MC2R, включение ко-
торых опосредовано наличием двух связывающих доменов: His-Phe-Arg-Trp и
Lys-Lys-Arg-Arg (АКТГ15–18) [7, 9].

Модификация данного фрагмента в виде присоединения к С-концу последова-
тельности трипептида Pro-Gly-Pro (PGP) с целью повышения устойчивости к дей-
ствию карбоксипептидаз также оказывает нейротропное действие [12]. Показано,
что структурно близкий ему синтетический фрагмент АКТГ4–7-PGP (активная
субстанция фармакологического препарата “семакс”), обладает ноотропной, анк-
сиолитической, нейротрофической и анальгетической активностями [13]. При
этом известно, что N-концевые фрагменты АКТГ лишены гормональной активно-
сти, что позволяет отделить свойства исходной пептидной последовательности от
эффектов, обусловленных действием гормонов надпочечников [3]. Важным вопро-
сом при изучении пептидных соединений с нейротропной активностью является
возможность их проникновения через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) – для
АКТГ4–7-PGP, как и для АКТГ6–9-PGP, установлена способность проникать через
ГЭБ и взаимодействовать со структурами головного мозга [14, 15].

Учитывая наличие широкого спектра нейротропных эффектов у меланокортинов,
их фрагментов и синтетических аналогов, а также перспективы их применения для
коррекции различных патологических состояний, представляется целесообразным
изучение влияния АКТГ6–9-PGP, включающего в себя аминокислотную последо-
вательность His-Phe-Arg-Trp (активный центр молекулы АКТГ), на такие поведен-
ческие реакции животных, как страх и тревога.

Целью данной работы являлось изучение влияния АКТГ6–9-PGP на уровень
тревожности у крыс при наказуемом и ненаказуемом поведении в сравнении с эф-
фектами с АКТГ4–7-PGP.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты выполнены на 180 крысах-самцах Вистар массой 250–300 г. Жи-
вотные содержались в клетках по 10 особей в стандартных условиях вивария и по-
лучали стандартный гранулированный корм и воду в свободном доступе при 12-ча-
совом световом режиме (12 ч – свет, 12 ч – темнота) и контролируемой температуре
(22 ± 2°С). Исследования проводили в промежуток времени с 9 до 15 ч. С целью
предотвращения стрессорной реакции на взятие в руки экспериментатора живот-
ных ежедневно подвергали процедуре хэндинга. Все процедуры проводили в соот-
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ветствии с Директивой ЕС о защите животных, используемых в научных целях –
EU Directive 2010/63/EU, принятой 22 сентября 2010 г., “Правилами лабораторной
практики в Российской Федерации”, утвержденными приказом Министерства
здравоохранения РФ № 708н от 23.08.2010 г., и под контролем Этического комите-
та ФГБОУ ВО “Курский государственный медицинский университет” Минздрава
России (Протокол заседания № 3 от 27 октября 2015 г.).

В работе применяли физиологический раствор 0.9% натрия хлорида, а также
пептиды АКТГ6–9-PGP и АКТГ4–7-PGP, синтезированные в Институте молеку-
лярной генетики РАН. Пептиды растворяли в физиологическом растворе и вводи-
ли внутрибрюшинно однократно за 15 мин до начала опыта. АКТГ6–9-PGP при-
менялся в той или иной опытной группе в дозах 0.5; 5; 50; 150 и 450 мкг/кг,
АКТГ4–7-PGP – в дозах 50; 150 и 450 мкг/кг. Выбор доз был основан на данных
литературы об эффективном диапазоне доз для структурно схожей молекулы
АКТГ4–7-PGP [12, 13]. Контрольным животным вводили эквивалентные объемы
физиологического раствора из расчета 1 мл на 1 кг массы.

Тестирование животных в каждой серии экспериментов проводили в несколько по-
следовательных дней, исходя из дизайна исследования: 1 день: 1 группа (АКТГ6–9-PGP –
0.5 мкг/кг); 2 группа (АКТГ6–9-PGP – 50 мкг/кг); 3 группа (АКТГ6–9-PGP – 450 мкг/кг).
2 день: 4 группа (АКТГ6–9-PGP – 5 мкг/кг); 5 группа (контроль – физиологический рас-
твор); 6 группа (АКТГ6–9-PGP – 150 мкг/кг). 3 день: 7 группа (АКТГ4–7-PGP – 50 мкг/кг);
8 группа (АКТГ4–7-PGP – 150 мкг/кг); 9 группа (АКТГ4–7-PGP – 450 мкг/кг).

Уровень тревожности оценивали в двух сериях экспериментов: 1 серия с исполь-
зованием теста “приподнятый крестообразный лабиринт” (ПКЛ) (1 контрольная и
8 опытных групп по 10 животных в каждой (n = 90)); 2 серия – тест конфликтной
ситуации по Вогелю (аналогично: 1 контрольная и 8 опытных групп по 10 крыс (n =
= 90)) [16].

Тест конфликтной ситуации по Вогелю. Установка конфликтной ситуации вклю-
чала в себя три части: экспериментальную камеру, шокер и счетное устройство
(PanLab Harvard Apparatus, Испания). Экспериментальная камера представляла
собой клетку размерами 180 × 220 × 420 мм с решетчатым полом и поилкой, напол-
ненной водой. Пол в экспериментальной камере и сосок поилки присоединяли к
шокеру. Эксперимент проводился в течение 3 дней. Первые 24 ч животные полно-
стью лишались воды. На следующий день, т.е. после 24-часовой депривации, про-
водили выработку навыка взятия воды из поилки: животных помещали в экспери-
ментальную камеру на 5 мин. В течение этого времени крысы обследовали уста-
новку, находили поилку. По истечении 5 мин обучения животных сажали в клетки
со свободным доступом к воде в течение 20 мин. На третий день эксперимента
крыс снова на 5 мин помещали в экспериментальную установку. В ходе эксперимен-
та после первых 20 свободных облизываний соска поилки крыса получала удар то-
ком силой 0.3 мА и продолжительностью 5 с. В последующем после каждых 20 обли-
зываний животные наказывались аналогичным электрическим раздражителем [17].
Критериями для оценки тревожности служили следующие параметры: количество
наказуемых взятий воды из поилки (количество облизываний соска поилки во вре-
мя электрической стимуляции); количество электрических шоков; время (продол-
жительность) питья.

Тест приподнятый крестообразный лабиринт (ПКЛ). Исследование уровня тре-
вожности у крыс в тесте ПКЛ проводили с использованием экспериментальной
установки (PanLab Harvard Apparatus, Испания), состоящей из 4 рукавов (два про-
тивоположных открытых без стенок и два закрытых со стенками высотой 300 мм)
длиной 500 мм и шириной 140 мм, крестообразно расходящихся от центральной
площадки под прямым углом. Крестообразный лабиринт был приподнят на высоту
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500 мм от уровня пола. Эксперименты проводился при искусственном освещении:
300 люкс – для открытых рукавов, 240 люкс – для центральной площадки, 45 люкс –
для закрытых рукавов. В отличие от теста конфликтной ситуации по Вогелю, ука-
занные условия характеризуются низким стрессорным воздействием на животных.
Непосредственно перед началом эксперимента крыс выдерживали по 5 мин в тем-
ных боксах. Затем животное помещали в ПКЛ на центральную площадку, головой
к открытому рукаву и в течение 5-минутного интервала регистрировали: время
пребывания животных в открытых, закрытых рукавах, а также на центральной пло-
щадке; количество заходов в открытые и закрытые рукава, центральную площадку;
груминг и свешивания в открытых рукавах. Регистрацию и анализ параметров осу-
ществляли с помощью системы видео-трекинга “SMART Video Tracking System”
(PanLab Harvard Apparatus, Испания).

Статистическую обработку проводили с использованием программного обеспе-
чения “MS Excel 2016", программы "Statictica 13.3" и программной среды вычисле-
ний R. Характер распределения признаков в статистической выборке определяли с
помощью критерия Шапиро–Уилка, оценку равенства дисперсий – с помощью
критерия Левене. Значимость полученных результатов оценивали с применением
непараметрического однофакторного дисперсионного анализа с помощью крите-
рия Краскела–Уоллиса, для выявления межгрупповых различий в качестве post-
hoc анализа использовали критерий Манна–Уитни (U-test) с поправкой Бенджа-
мини–Хохберга. В связи с неправильным распределением признаков полученные
результаты выражали в виде медианы (Me), нижнего (25) и верхнего (75) перценти-
лей (Q1 и Q3). Результаты считали достоверными при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Тест конфликтной ситуации по Вогелю
Как видно из табл. 1, введение АКТГ6–9-PGP оказывало выраженное дозозави-

симое влияние на показатели, регистрируемые в тесте Вогеля. Во всех опытных группах
отмечено достоверное снижение продолжительности питья: в дозе 0.5 мкг/кг – на 72%
(p = 0.02), в дозе 5 мкг/кг – на 62% (p = 0.03), 50 мкг/кг – на 54% (p = 0.04),
150 мкг/кг – на 75% (p = 0.01) и в дозе 450 мкг/кг – на 59% (p = 0.03). Данные факты
свидетельствуют о наличии у пептида анксиогенного эффекта.

В пользу анксиогенного эффекта АКТГ6–9-PGP также свидетельствует сниже-
ние количества облизываний. Так, при использовании пептида в дозе 0.5 мкг/кг
наблюдалось сокращение количества наказуемых взятий воды из поилки в 6 раз
(p < 0.01), а в дозе 150 мкг/кг – в 1.5 раза (p < 0.01). Кроме того, имело место досто-
верное снижение количества полученных электрических шоков в указанных дозах
соответственно на 200% (p = 0.02) и 50% (p = 0.03). Необходимо отметить, что при
введении АКТГ6–9-PGP в дозе 5 мкг/кг статистически значимых различий в коли-
честве указанных поведенческих актов по сравнению с контрольной группой обна-
ружено не было, однако наблюдалась тенденция к сокращению количества обли-
зываний (на 50%, р = 0.09) и числа полученных электрических шоков (на 50%, р = 0.1).

При этом АКТГ4–7-PGP во всех использованных дозах по сравнению с кон-
трольной группой не оказывал статистически значимых влияний ни на один из по-
казателей, исследуемых в тесте Вогеля.

Приподнятый крестообразный лабиринт
Введение АКТГ6–9-PGP не оказывало существенного воздействия на уровень

тревожности крыс в тесте ПКЛ (табл. 2), в отличие от теста конфликтной ситуации
по Вогелю. Так, только в дозе 150 мкг/кг отмечено достоверное увеличение коли-
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чество заходов в открытые рукава (p = 0.04), а в дозах 50 и 450 мкг/кг наблюдалась
лишь тенденция к возрастанию указанного параметра (p = 0.09). На остальные ис-
следуемые показатели (время пребывания животных в открытых и закрытых рука-
вах, а также на центральной площадке; на количество заходов в закрытые рукава,
центральную площадку; груминг и свешивания в открытых рукавах) АКТГ6–9-PGP
во всех использованных дозах не оказывал статистически значимого влияния.

Аналогично, введение АКТГ4–7-PGP во всех использованных дозах также не
оказывало по сравнению с контрольной группой статистически значимых влияний
на показатели, характеризующие поведение животных в ПКЛ (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследование уровня тревожности в тесте конфликтной ситуации по Вогелю ха-
рактеризуется значительной степенью стрессорного воздействия на организм экс-
периментальных животных за счет продолжительной (на протяжении двух суток)
питьевой депривации, а также эмоционально-болевого фактора. Известно, что под
действием разного рода стрессоров в головном мозге наблюдается усиление экс-
прессии ряда меланокортиновых рецепторов, в частности, мРНК MC4R в минда-
лине и гипоталамусе [5, 18], играющих, в свою очередь, важную роль в формирова-

Таблица 1. Показатели тревожности в тесте Вогеля после внутрибрюшинного введения
АКТГ6–9-PGP и АКТГ4–7-PGP (n = 90, Ме [Q1; Q3])
Table 1. Anxiety indicators in the Vogel test after intraperitoneal administration of ACTH6–9-PGP
and ACTH4–7-PGP (n = 90, Me [Q1; Q3])

Примечание: * – достоверные различия (p ≤ 0.05) с использованием критерия Манна–Уитни с поправ-
кой Бенджамини–Хохберга по сравнению с контрольной группой.

Показатель
Index
Доза
Dose

Число облизываний 
Number of licks

Число шоков
Number of shocks

Время питья, с
Drinking time, s

Контроль
Control
(n = 10)

40 [39; 41] 2 [1; 2] 7.62 [4.82; 28.87]

АКТГ6–9-PGP (ACTH6–9-PGP)

0.5 мкг/кг (mcg/kg)
(n = 10) 3.0 [0.0; 20.0]* 0.0 [0.0; 1.0]* 2.1 [0.0; 4.9]*

5 мкг/кг (mcg/kg)
(n = 10) 20.0 [20.0; 23.0] 1.0 [1.0; 1.0] 2.9 [1.7; 5.8]*

50 мкг/кг (mcg/kg)
(n = 10) 40.0 [0.0; 60.0] 2.0 [0.0; 3.0] 3.5 [0.0; 5.1]*

150 мкг/кг (mcg/kg)
(n = 10) 15.0 [0.0; 20.0]* 1.0 [0.0; 1.0]* 1.9 [0.2; 3.6]*

450 мкг/кг (mcg/kg)
(n = 10) 40.0 [20.0; 40.0] 2.0 [1.0; 2.0] 3.2 [1.4; 10.1]*

АКТГ4–7-PGP (ACTH4–7-PGP)

50 мкг/кг (mcg/kg)
(n = 10) 40.0 [20.0; 44.0] 2.0 [1.0; 2.0] 4.1 [2.0; 8.8]

150 мкг/кг (mcg/kg)
(n = 10) 50.0 [15.0; 31.0] 2.0 [2.0; 3.0] 4.6 [3.3; 24.8]

450 мкг/кг (mcg/kg)
(n = 10) 40.0 [40.0; 60.0] 2.0 [2.0; 3.0] 7.2 [3.3; 21.8]
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нии реакций страха и тревоги [19]. В связи с этим, агонисты указанного рецептора
способны обладать анксиогенными эффектами [18], повышая уровень цАМФ в
клетках, экспрессирующих MC4R [5, 18]. Учитывая, что АКТГ6–9-PGP является
минимальной требуемой последовательностью для проявления биологической ак-
тивности эндогенных агонистов меланокортиновых рецепторов [6–10], можно
предположить, что повышение уровня тревожности в условиях наказуемого пове-
дения при внутрибрюшинном введении исследуемого гептапептида (проявляюще-
еся во всех используемых дозах снижением общей продолжительности питья у
крыс в тесте Вогеля) является отражением взаимодействия последовательности
His-Phe-Arg-Trp-Pro-Gly-Pro c MC4R и, соответственно, их активацией [20].

Напротив, внутрибрюшинное введение АКТГ6–9-PGP в условиях ненаказуемого
поведения не оказывало влияния на поведенческие реакции, отражающие уровень
тревожности экспериментальных животных. Вероятно, это связано с минималь-
ной степенью стрессорного воздействия при проведении теста ПКЛ, в отличие от
теста конфликтной ситуации по Вогелю. В связи с этим можно предположить, что
уровень стресс-индуцированной экспрессии меланокортиновых рецепторов в со-
ответствующих структурах головного мозга был недостаточным для реализации
анксиогенных эффектов АКТГ6–9-PGP, установленных нами в условиях наказуе-
мого поведения [20–22].

Таблица 2. Показатели тревожности в тесте ПКЛ после внутрибрюшинного введения
АКТГ6–9-PGP (n = 90, Ме [Q1; Q3])
Table 2. Anxiety indicators in EPM after intraperitoneal administration of ACTH6–9-PGP (n = 90,
Me [Q1; Q3])

Примечание: * – достоверные различия (p ≤ 0.05) с использованием критерия Манна–Уитни с поправ-
кой Бенджамини–Хохберга по сравнению с контрольной группой.

Доза
Dose

Показатель
Index

Контроль
Control
(n = 10)

0.5 мкг/кг
mcg/kg
(n = 10)

5 мкг/кг
mcg/kg
(n = 10)

50 мкг/кг
mcg/kg
(n = 10)

150 мкг/кг
mcg/kg
(n = 10)

450 мкг/кг
mcg/kg
(n = 10)

Время в открытых
рукавах, с
Time in open arms, s

56.1
[41.7; 140.6]

57.6
[25.2; 77.0]

88.8
[53.9; 112.4]

28.3
[15.5; 51.12]

63.9
[39.9; 150.9]

67.5
[35.7; 113.1]

Время в закрытых
рукавах, с
Time in closed arms, s

173.2
[95.4; 246.2]

212.9
[189.6; 243.3]

138.4
[109.5; 203.1]

226.3
[205.0; 271.7]

151.7
[88.7; 232.1]

194.52
[139.6; 240.4]

Время на центральной 
площадке, с
Time in central
platform, s

30.61
[7.6; 60.6]

25.64
[18.6; 35.5]

53.8
[34.3; 75.6]

27.9
[23.0; 43.6]

46.1
[33.5; 64.8]

37.8
[19.1; 54.2]

Заходы в открытые
рукава
Entries in open arms

3.0
[3.0; 5.0]

5.5
[4.0; 8.0]

7.0
[5.0; 9.0]

1.0
[0.0; 2.0]

7.0
[1.0; 10.0]*

9.0
[7.0; 15.0]

Заходы в закрытые
рукава
Entries in closed arms

6.0
[3.0; 12.0]

5.0
[4.0; 6.0]

5.0
[3.0; 10.0]

7.0
[3.0; 8.0]

5.0
[3.0; 18.0]

9.0
[5.0; 15.0]

Заходы на центральную 
площадку
Entries in central
platform

9.5
[6.0; 16.0]

10.0
[5.0; 13.0]

13.0
[8.0; 18.0]

7.0
[5.0; 11.0]

13.0
[5.0; 25.0]

19.5
[9.0; 26.0]

Количество свешиваний
Number of head dips

11.0
[6.0; 15.0]

8.50
[6.0; 11.0]

9.0
[9.0; 17.0]

6.0
[5.0; 8.0]

7.0
[6.0; 17.0]

11.5
[9.0; 13.0]

Груминг
Grooming

0.5
[0; 1.0]

1.0
[0; 2.0]

1.0
[0; 1.0]

1.0
[0; 2.0]

0.0
[0; 1.0]

0.0
[0; 1.0]
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Учитывая сложность и множественность механизмов, как участвующих в фор-
мировании собственно поведенческих актов, так и запускающихся в ходе стресс-
реакции, можно предположить, что неоднозначные эффекты АКТГ6–9-PGP при
наказуемом и ненаказуемом поведении так же потенциально могут быть связаны с
аллостерическим взаимодействием между пептидом и рецепторами других медиа-
торных систем, например, ГАМК-ергической, серотонергической, дофаминерги-
ческой, как это было показано для АКТГ4–7-PGP. Известно, что последний спосо-
бен индуцировать и изменять сигналы широкого спектра рецепторов, вызывая их
конформационные изменения и функциональную реконструкцию [3]. Кроме того,
существуют и свои собственные связывающие сайты пептидов, через взаимодей-
ствие с которыми имеется возможность тонкой настройки информационного сигна-
ла [3] в случае адаптации к внешним условиям, механизмы которой активируются
особенно явно при проведении теста Вогеля по сравнению с тестом ПКЛ. Можно
предположить, что так как животные в проведенном тесте ПКЛ не получали ин-
тенсивного стрессорного воздействия, то они, соответственно, и не нуждались в
активном включении адаптационных процессов, сопровождающихся активацией
различных медиаторных систем.

Отмеченный выше нелинейный дозозависимый характер эффектов (например,
отсутствие влияния АКТГ6–9-PGP на “число облизываний” в дозах 5, 50 и 450 мкг/кг,
на фоне его наличия в дозах 0.5 и 150 мкг/кг) может быть связан с характерными
биологическими особенностями реализации эффектов регуляторных пептидов.
Известно, что кинетические закономерности химических и биологических про-

Таблица 3. Показатели тревожности в тесте ПКЛ после внутрибрюшинного введения
АКТГ4–7-PGP (n = 90, Ме [Q1; Q3])
Table 3. Anxiety indicators in EPM after intraperitoneal administration of ACTH4–7-PGP (n = 90,
Me [Q1; Q3])

Примечание: * – достоверные различия (p ≤ 0.05) с использованием критерия Манна–Уитни с поправ-
кой Бенджамини–Хохберга по сравнению с контрольной группой.

Доза Dose
Показатель

Index

Контроль
Control
(n = 10)

50 мкг/кг
mcg/kg
(n = 10)

150 мкг/кг
mcg/kg
(n = 10)

450 мкг/кг
mcg/kg
(n = 10)

Время в открытых рукавах, с
Time in open arms, s

56.1
[41.7; 140.6]

61.6
[18.3; 119.2]

36.24
[32.6; 103.4]

29.8
[13.4; 100.7]

Время в закрытых рукавах, с
Time in closed arms, s

173.2
[95.4; 246.2]

220.7
[108.6; 250.4]

228.7
[164.3; 259.8]

252.9
[181.9; 268.9]

Время на центральной
площадке, с
Time in central platform, s

30.6
[7.6; 60.6]

21.4
[16.8; 59.9]

24.4
 [9.6; 39.1]

16.2
 [4.1; 25.2]

Заходы в открытые рукава
Entries in open arms

3.0
[3.0; 5.0]

4.0
[2.0; 7.0]

4.0
[2.0; 6.0]

4.5
[1.0; 6.0]

Заходы в закрытые рукава
Entries in closed arms

6.0
[3.0; 12.0]

6.0
[2.0; 11.0]

4.0
[3.0; 11.0]

4.0
[2.0; 9.0]

Заходы на центральную
площадку
Entries in central platform

9.5
[6.0; 16.0]

8.0
[4.0; 18.0]

5.0
[4.0; 18.0]

7.0
[3.0; 11.0]

Количество свешиваний
Number of head dips

11.0
[6.0; 15.0]

8.0
[4.0; 13.0]

7.0
[4.0; 18.0]

6.0
[4.0; 13.0]

Груминг
Grooming

0.5
[0; 1.0]

1.0
[0.0; 1.0]

1.0
[1.0; 1.0]

1.0
[0.0; 1.0]
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цессов, возникающих в результате действия данного класса физиологически ак-
тивных веществ, часто имеют “колоколообразный” или “U-образный” тип кривой
“доза–эффект”. Указанное явление подразумевает под собой наличие выраженно-
го эффекта в очень малых концентрациях пептида и отсутствие или извращение
действия в больших или средних [23]. Направленность эффектов регуляторных
пептидов в той или иной дозе во многом зависит от активации той или иной систе-
мы внутриклеточных вторичных мессенджеров. Так, высокие концентрации АКТГ
активируют синтез ц-АМФ для передачи клеточного сигнала, а низкие – диацилг-
лицеролинозитолфосфатный путь, что в последующем будет определять вид полу-
ченного эффекта [23].

В то же время необходимо отметить, что ранее в работах других авторов были
описаны анксиолитические эффекты АКТГ6–9-PGP в тесте ПКЛ [12], не подтвер-
жденные настоящим исследованием. Одной из причин указанных различий может
являться путь введения изучаемой субстанции. В нашей работе животные получали
пептид внутрибрюшинно, тогда как отмеченный анксиолитический эффект был
зафиксирован при интраназальном введении АКТГ6–9-PGP. Известно, что способ
введения определяет время доставки пептида, а также механизмы его распределе-
ния в тканях, пути метаболизма, уровень биодоступности, что в значительной мере
влияет на конечную концентрацию пептида в структурах мозга [24, 25]. Например,
при введении в желудочки мозга пептидные препараты кортексин и церебролизин
оказывают умеренное анксиолитическое, а при системном введении – анксиоген-
ное действие [26]. Различная выраженность и направленность нейротропных эф-
фектов, определяемая способом введения, также показана для структурно близко-
го аналога АКТГ6–9-PGP – АКТГ4–7-PGP [3, 13].

Учитывая дозозависимый характер эффектов нейропептидов, использование
нами внутрибрюшинного пути введения было связано с возможностью более точ-
ного дозирования исследуемого вещества, так как при интраназальном способе мо-
гут происходить потери препарата, связанные с неадекватной техникой введения,
неправильным выбором буфера, а также в результате рефлекторной активации ак-
тов глотания и чихания [27]. Указанный факт является достаточно критичным,
учитывая, что изменение концентрации АКТГ и его фрагментов определяет путь
внутриклеточной передачи сигнала, что, в свою очередь, влияет на направленность
и выраженность реализуемых эффектов [23].

Отсутствие влияния АКТГ4–7-PGP на уровень тревожности животных в обоих
используемых в исследовании тестах согласуется с данными литературы. Напри-
мер, показано, что при однократном введении АКТГ4–7-PGP за 15 мин до начала
воздействия пептид не влияет на уровень тревожности животных [5]. Несмотря на
структурную близость изучаемых в настоящем исследовании гептапептидов, раз-
личия в аминокислотной последовательности, а именно отсутствие в молекуле
АКТГ4–7-PGP активного центра АКТГ (в отличие от АКТГ6–9-PGP), обуславлива-
ют лишение семакса анксиогенной активности, свойственной природным мелано-
кортинам. Более того, АКТГ4–7-PGP способен проявлять свойства антагониста
MC4R, индуцируя анксиолитический и антидепрессантный эффекты [3, 5]. При
этом указанные свойства отсутствуют в нормальных условиях и проявляются на фоне
повышенного уровня тревожности и депрессивности за счет влияния АКТГ4–7-PGP
на функциональную активность серотонинергической системы [5]. Важно отме-
тить, что пептид оказывает именно “восстанавливающее” воздействие в условиях
повышенного уровня тревожности.

Подобные особенности регуляторных влияний, проявляющиеся в дифференци-
рованной реализации эффектов в зависимости от уровня напряжения адаптивных
систем организма, “сближают” АКТГ4–7-PGP и АКТГ6–9-PGP. Интересно, что
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указанные свойства характерны и для других регуляторных пептидов, проявляю-
щих свои эффекты тем ярче, чем интенсивнее влияет разного рода раздражитель на
организм, и чем больше изменений претерпевает тот или иной показатель [28].

Таким образом, выраженность и направленность влияния изучаемых N-конце-
вых фрагментов АКТГ на тревожность у крыс при наказуемом и ненаказуемом по-
ведении зависят от использованной дозы пептидов и исследуемой модели поведения.
При этом эффекты АКТГ6–9-PGP носят анксиогенный характер в тесте конфликт-
ной ситуации по Вогелю и отсутствуют в тесте ПКЛ, тогда как влияния АКТГ4–7-PGP
на уровень тревожности в обоих используемых тестах обнаружено не было.
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Influence of ACTH6–9-PGP and ACTH4–7-PGP Peptides on Anxiety in Rats
under Punished and Unpunished Behavior

S. A. Dodonovaa,*, I. I. Bobyntseva, A. E. Belykha, I. A Teleginaa, Yu. A. Muzalevaa,
L. A. Andreevab, and N. F. Myasoedovb

aKursk State Medical University, 305004, Kursk, Russia
bInstitute of Molecular Genetics, Russian Academy of Science, 123182, Moscow, Russia

*e-mail: dodonovasveta@mail.ru

One of the currently studied classes of regulatory peptides is melanocortins (MCs),
which include biologically active substances such as adrenocorticotropic hormone
(ACTH), α-, β- and γ-melanocyte stimulating hormones (MSH). ACTH fragments,
like other peptides of the MC family, have pronounced neurotropic effects aimed, in
particular, at stimulating the processes of learning, memory and attention. Moreover,
the active ACTH center necessary for the activation of all types of melanocortin recep-
tors is the His-Phe-Arg-Trp sequence corresponding to the ACTH6–9 fragment. In the
present work, we studied a synthetic peptide, ACTH6–9-PGP, which contains a natural
fragment ACTH6–9-PGP stabilized from the C-terminus with the amino acid sequence
prolyl-glycyl-proline (PGP) to increase resistance to the action of carboxypeptidases.
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The effects of intraperitoneal administration of ACTH6-9-PGP at doses of 0.5; 5; 50;
150 and 450 μg/kg were studied once 15 minutes before the start of the experiment on
studying the level of anxiety in rats using the Vogel conflict test (punished behavior) and
the elevated plus maze test (unpunished behavior). The effects of ACTH6–9-PGP and
its structural analogue, ACTH4–7-PGP at doses of 50, 150 and 450 μg/kg were com-
pared using these tests. It was found that ACTH6–9-PGP in the Vogel conflict test led to
an increase in the level of anxiety in rats, which manifested itself in a reduction in drink-
ing time (in all doses) and a decrease in the number of licks (at doses of 0.5 and
150 μg/kg (p <0.01)). In the elevated plus maze test, ACTH6–9-PGP did not significant-
ly affect rat behavior. In models of punished behavior and unpunished behavior, no ef-
fects of ACTH4–7-PGP were detected. Thus, it was found that ACTH6-9-PGP, in con-
trast to ACTH4–7-PGP, affects the level of anxiety in rats depending on the dose of the
peptide and the model of behavior studied.

Keywords: regulatory peptides, ACTH, anxiety, Vogel test, elevated plus maze, rats
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НАСОСНАЯ ФУНКЦИЯ ЖЕЛУДОЧКА СЕРДЦА У РАДУЖНОЙ ФОРЕЛИ
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Исследована насосная функция желудочка сердца у акклиматизированной к
температуре 5–7°С радужной форели Oncorhynchus mykiss при увеличении часто-
ты сердечных сокращений. Динамику внутриполостного давления желудочка ре-
гистрировали путем трансмуральной катетеризации. Частоту сердечных сокра-
щений изменяли посредством электрокардиостимуляции. Увеличение частоты
сердечных сокращений у радужной форели от исходного ритма до 60 уд/мин
привело к уменьшению максимального систолического давления в желудочке
сердца, увеличению диастолического и конечно-диастолического давления, к
снижению максимальных скоростей прироста и падению давления. Увеличение
частоты стимуляции предсердия до 60 уд/мин вызывало значительное снижение
сократимости миокарда и ухудшение насосной функции желудочка сердца. Ча-
стота сердечных сокращений 60 уд/мин оказалась верхней границей нормальной
функциональной деятельности желудочка сердца у радужной форели, адаптиро-
ванной к температуре среды обитания 5–7°С.

Ключевые слова: гемодинамика, частота сердечных сокращений, желудочек серд-
ца, температура, радужная форель
DOI: 10.31857/S0869813920030061

В связи с гипотезой о глобальном потеплении большое внимание уделяется
адаптации сердечно-сосудистой системы рыб к условиям окружающей среды,
адаптация этой системы реализуется в первую очередь за счет увеличения частоты
сердечных сокращений (ЧСС) и изменения сердечного выброса [1]. Частота сер-
дечного ритма является одним из факторов, ограничивающих адаптацию к изме-
нившимся потребностям организма к повышению температуры [2–4]. Во всем
диапазоне от низких до высоких ЧСС у большинства видов млекопитающих проис-
ходит увеличение силы сокращения, т.е. наблюдается положительная корреляция
между частотой и силой сокращений [5]. Вместе с тем, эти соотношения зависят от
видов животных, так, в миокарде желудочков хомяка отрицательная корреляция
последовательно наблюдается во всем диапазоне частот стимуляции, а у крысы и
мыши – в низкочастотном диапазоне. На частотах, близких к физиологической ча-
стоте сердцебиений корреляция между частотой и силой сокращений с отрица-
тельной изменяется на положительную [5]. В опытах in vitro на отдельных трабеку-
лах показано [6–8], что у большинства видов рыб сила сокращения миокарда

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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уменьшается с увеличением частоты сокращения, что приводит к отрицательному
отношению частота – сила. Установлено, что в отличие от млекопитающих основ-
ная роль в активации сокращения миокарда желудочка рыб принадлежит потоку
внеклеточного Ca2+ через сарколемму, а не внутриклеточному Ca2+ саркоплазма-
тического ретикулума [6–8].

Анализ работ [2–4] по изучению влияния ЧСС на сократимость миокарда у рыб
показал, что исследования выполнены в основном при температуре водной среды
в диапазоне от оптимальной до верхней температурной границы среды обитания
рыб (15°С и выше). Так, на перфузируемых сердцах радужной форели установлено
[9], что ударный объем желудочка достигает своего максимума при оптимальной
для нее температуре среды 15°С, а при повышении температуры до 20°С наряду с
увеличением ЧСС происходит его снижение. При исследовании механических и
электрофизиологических свойств полосок миокарда желудочков у акклиматизиро-
ванной к 10°C радужной форели не выявлено существенного влияния частоты сти-
муляции на сократимость миокарда при 4, 10 и 18°C [10]. Следует заметить, что пе-
ренос результатов, полученных на трабекулах миокарда и перфузируемых сердцах,
на организм in vivo требует особой осторожности, так как в данных исследованиях
используются физиологические растворы, отсутствует нервная и гуморальная ре-
гуляция сердечной деятельности и др. Поскольку частота сердечного ритма являет-
ся одним из лимитирующих факторов адаптации организма рыб к условиям обита-
ния, остается открытым вопрос о том, как влияет ЧСС на сократимость желудочка
у рыб in vivo при низкой температуре окружающей среды.

Цель работы – исследование влияния увеличения ЧСС на сократительную
функцию желудочка сердца радужной форели Oncorhynchus mykiss в условиях низ-
кой температуры среды обитания in vivo.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование выполнено в соответствии с международными правилами обра-
щения с экспериментальными животными (Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals – публикация the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23,
ред. 1996) и одобрено локальным этическим комитетом Института физиологии
Коми НЦ УрО РАН.

Эксперименты проведены на 15 радужных форелях Oncorhynchus mykiss обоего
пола массой тела 1.1 ± 0.2 кг (масса сердца – 2.1 ± 0.8 г; масса желудочка – 1.9 ± 0.8 г),
адаптированных в садках прудового хозяйства к естественной температуре воды 5–
7°С. Животных фиксировали в дорсальном положении тела в лотке, наполненном
речной водой при температуре 5–7°С. В ротовую полость вставляли резиновый
шланг, по которому для обеспечения искусственного дыхания через жабры под не-
большим давлением непрерывно пропускали речную воду из пруда через аэратор,
также при температуре 5–7°С. Продольным разрезом вскрывали грудную полость
и перикард, затем обнажали сердце. ЧСС изменяли посредством электрокардио-
стимуляции при помощи диагностического электрокардиостимулятора ЧЭЭКС п-3
“Вектор-МС”. На предсердие подавали электрические импульсы длительностью 2 мс
и амплитудой 2–4 V с интервалами 10 уд/мин.

Динамику внутриполостного давления желудочка регистрировали путем транс-
муральной катетеризации на установке Prucka Mac-Lab 2000, для этого заполнен-
ный гепаринизированным физиологическим раствором однопросветный катетер
(внутренний диаметр 1 мм) вводили через стенку желудочка в полость сердца. Из-
меряли гемодинамические показатели: систолическое, диастолическое и конечно-
диастолическое внутрижелудочковое давление, параметры изоволюмического со-
кращения (показатель сократимости) dP/dtmax и изоволюмического расслабления
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dP/dtmin. Для контроля электрофизиологического состояния сердца при измере-
нии давления синхронно регистрировали ЭКГ в отведениях от конечностей (плав-
ников). Температуру тела экспериментальных животных в процессе исследования
поддерживали в пределах 5–7°С.

Статистическую обработку полученных результатов проводили с помощью про-
граммы BIOSTAT 4.03. с использованием критерия Уилкоксона и Манна–Уитни.
Различия признавались достоверными при уровне значимости p < 0.05. Данные
представлены как среднее ± стандартное отклонение (М ± σ).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При синусовом ритме при температуре 5–7°C ЧСС находилась в пределах от 18
до 27 (21.6 ± 4.9) уд/мин. При спонтанном синусовом ритме 21.6 ± 4.9 уд/мин в условиях
низких температур (5–7°C) максимальное систолическое давление желудочка составля-
ло 35.2 ± 10.2 мм рт. ст.; диастолическое давление желудочка – 0.8 ± 0.7 мм рт. ст.; конеч-
но-диастолическое давление желудочка – 2.1 ± 1.0 мм рт. ст.; максимальная ско-
рость прироста давления (изоволюмический индекс сократимости) dP/dtmax – 161.2 ±
± 98.9 мм рт. ст./с; максимальная скорость падения давления (изоволюмический
индекс расслабления) dP/dtmin – 151.0 ± 103.1 мм рт. ст./с (рис. 1).

При навязанных ритмах от 30 до 60 уд/мин происходило значительное измене-
ние всех гемодинамических показателей желудочка сердца по отношению к сину-
совому ритму (рис. 1). Их максимальное изменение произошло при 60 уд/мин:
максимальное систолическое давление желудочка уменьшилось с 35.2 ± 10.2 до
24.0 ± 11.5 мм рт. ст. (p < 0.05), конечно-диастолическое давление увеличилось с
2.1 ± 1.0 до 3.6 ± 0.5 мм рт. ст. (p < 0.05), показатель изоволюмического сокращения
уменьшился с 161.2 ± 98.9 до 74.0 ± 43.2 мм рт. ст./с (p < 0.05) и изоволюмического
расслабления – с 151.0 ± 103.1 до 74.2 ± 43.3 мм рт. ст./с (p < 0.05). В процентном
отношении увеличение ЧСС у радужной форели in vivo привело к уменьшению
dP/dtmax при ЧСС 30 уд/мин – на 20%; 40 уд/мин – на 35%; 50 уд/мин – на 40%;
60 уд/мин – на 54%. Уменьшение показателей dP/dtmin происходило приблизи-
тельно в той же пропорции: при ЧСС 30 уд/мин – на 19%; 40 уд/мин – на 30%;
50 уд/мин – на 36%; 60 уд/мин – на 51%. В результате изменения гемодинамиче-
ских показателей произошло снижение сократимости миокарда и ухудшение на-
сосной функции желудочка сердца радужной форели.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Одним из критериев сократимости миокарда, характеризующим способность
развивать определенные силу и скорость сокращений миокардиальных волокон
является максимальная скорость нарастания внутрижелудочкового давления
(dP/dtmax). Увеличение ЧСС у радужной форели до 60 уд/мин привело к уменьше-
нию dP/dtmax на 54%, по сравнению с исходным ритмом (21.6 ± 4.9) уд/мин. Полу-
ченные нами данные в экспериментах in vivo свидетельствуют о снижении сократи-
мости миокарда, что подтверждает результаты исследований, полученных на по-
лосках миокарда [7] и на перфузируемых изолированных сердцах [9]. Однако эти
данные не согласуются с результатами M.D. Coune с соавт. [10] об отсутствии влия-
ния ЧСС на сократительную функцию миокарда радужной форели.

Повышение частоты сердечных сокращений по отношению к исходному ритму
21.6 ± 4.9 уд/мин привело к падению максимального систолического давления и
повышению конечного диастолического давления. Повышение конечного диасто-
лического давления свидетельствует об увеличении преднагрузки, которая воз-
можно происходит за счет усиления вклада α-адренорецепторов, что компенсирует
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Рис. 1. Гемодинамические показатели сердца радужной форели при увеличении ЧСС: А – максималь-
ное систолическое давление желудочка (МСДЖ); B – конечно-диастолическое давление желудочка
(КДДЖ); С – максимальная скорость прироста давления в желудочке (dP/dtmax); D – максимальная

скорость падения давления в желудочке (dP/dtmin). sa – синусовый ритм; ap – предсердная стимуляция.

* p < 0.05 – по отношению к синусовому ритму.
Fig. 1. Hemodynamic parameters of the heart of rainbow trout with an increase in heart rate: А – the maximum
systolic pressure of the ventricle (MSVP); B – end-diastolic pressure of the ventricle (EDVP); С – the maximum
rate of the ventricular pressure rise (dP/dtmax); D – the maximum rate of the pressure fall (dP/dtmin. sa – sinus
rhythm; ap – atrium pacing rhythm. 30, …, 60 – HR in beats/min, respectively. * p < 0.05 – in relation to the si-
nus-atrial rhythm.
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время снижения наполнения желудочка [11]. Вероятно, при увеличенной предна-
грузке и сниженной сократимости желудочка сердца включается механизм регули-
рования физиологических функций миокарда. В результате этого в наших экспе-
риментах при температуре 5–7°С предельной оказалась частота 60 уд/мин, сверх
которой возникали нарушения в функциональной деятельности желудочка сердца
радужной форели. Снижение сократимости, систолического давления в желудочке
и увеличение на этом фоне конечного диастолического давления можно считать
проявлением признаков функциональной недостаточности желудочка сердца у ра-
дужной форели при высокой частоте стимуляции в условиях низкой температуры.
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Последнее обусловлено нарушением функционирования губчатого миокарда в ак-

тивной сократительной деятельности сердца в форме целенаправленных движений

трабекул. Скорость и последовательность сокращений таких движений регулиру-

ется через ускоряющие адренергические нервы, тормозные холинергические нер-

вы и проводящие пучки сердца [12], что обеспечивает тем самым адекватное внут-

рижелудочковое соотношение оксигенированной и деоксигенированной крови и

эффективную сократительную деятельность сердца.

При адаптации организма к среде обитания немаловажное значение играет про-

странственно-временная организация процесса возбуждения миокарда, которая во

многом определяет сократительную и насосную функцию сердца [13]. Ранее нами [14]

было показано, что при предсердной электрической стимуляции у радужной форе-

ли при температуре водной среды 5–7°C при ЧСС свыше 60 уд/мин происходит на-

рушение электрофизиологических процессов в миокарде. Не исключено, что в дру-

гом диапазоне температур ЧСС и показатели насосной функции были бы другими,

так как ионные токи в клетках миокарда рыб под воздействием температуры претер-

певают значительные изменения [8, 9, 15, 16]. Возможно, дезорганизация функцио-

нальной деятельности сердца у радужной форели при ЧСС выше 60 уд/мин, как и

при температурной адаптации [17], также была связана с нарушением функциони-

рования натриевых каналов, ионные токи которых являются “самым слабым зве-

Рис. 1. Окончание
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ном”, ограничивающим адаптацию к температуре среды [17]. Кроме того, на пока-

затели сократимости и насосной функции сердца при температуре 5–7°С могло

оказать возможное ремоделирование миокарда. Так, при исследовании влияния

температуры на морфометрические показатели миокарда желудочка у радужной

форели было установлено [18], что относительная масса желудочка у самцов рыб,

акклиматизированных к 4°C, была значительно больше, чем у особей в контроль-

ной группе, адаптированных к 12°C, а их компактный миокард был более тонким,

и количество губчатого миокарда было увеличено. Вопрос о том, каким образом

морфологическое ремоделирование миокарда влияет на сократимость и насосную

функцию желудочка сердца рыб в зависимости от температуры окружающей сре-

ды, требует отдельного исследования.

У радужной форели, адаптированной к температуре 5–7°С при синусовом ритме

в диапазоне частот (21.6 ± 4.9 уд/мин) насосная функция сердца находилась, веро-

ятно, в пределах верхней границы физиологической нормы. Увеличение частоты

сердечных сокращений у радужной форели от исходного ритма до 60 уд/мин при-

вело к уменьшению максимального систолического давления в желудочке сердца,

увеличению диастолического и конечно-диастолического давления, и к снижению

максимальных скоростей прироста и падения давления.

Таким образом, повышение ЧСС для радужной форели Oncorhynchus mykiss при

низкой температуре среды обитания не является приспособительным адаптацион-

ным механизмом, так как приводит к снижению сократимости миокарда и к ухуд-

шению насосной функции желудочка сердца.
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Pumping Function of the Heart Ventricle in Rainbow Trout Oncorhynchus mykiss
under Atrial Electric Stimulation at Low Temperature
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The pumping function of the ventricle of the heart was studied in the rainbow trout

Oncorhynchus mykiss acclimatized to a temperature of 5–7°С with an increase in heart

rate. Dynamics of intra-cavity ventricular pressure were recorded. Heart rate was set us-

ing the electrocardiostimulation. An increase in the heart rate of rainbow trout from the

initial rhythm to 60 bpm led to a decrease in the maximum systolic pressure in the ven-

tricle of the heart, an increase in diastolic and end-diastolic pressures, a decrease in the

maximum rates of increase and fall of pressures. An increase in the frequency of atrial

stimulation to 60 bpm led to a significant decrease in ventricular myocardial contractility

and to a deterioration in the pumping function of the ventricle of the heart. A heart rate

of 60 bpm turned out to be the upper limit of the normal functional activity of the ventri-

cle of the heart in rainbow trout, adapted to the temperature of the environment 5–7°С.

Keywords: hemodynamics, heart rate, ventricle, temperature, rainbow trout
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В сериях экспериментов на 23 белых крысах cамцах (250 гр.) проведен анализ им-
пульсной активности одиночных нейронов Substantia Nigra pars compacta – SNc
(242 нейрона, n = 11) и Substantia Nigra pars reticulata – SNr (289 нейронов, n = 12)
при высокочастотной стимуляции первичной моторной коры мозга (M1) в норме
и на ротеноновой модели болезни Паркинсона (БП). В нейронах SNc на модели
БП полностью отсутствовали депрессорные эффекты, вызванные стимуляцией,
но тетаническая потенциация, сопровождаемая посттетанической потенциацией
и депрессией, 1.65 и 2.02-кратно превысила таковую в норме. В нейронах SNr в
норме тетаническая потенциация, сопровождаемая посттетанической потенциа-
цией и депрессией, оказалась 2.37-кратно выше тетанической депрессии, а на
модели БП уровни как депрессорной, так и возбудительной активности, вызван-
ной стимуляцией, оказались ниже нормы. В нейронах SNc и SNr на модели БП
частота спайковой активности, предшествующая стимуляции и сопровождающая
ее, значительно превысила норму. Это свидетельствует о эксайтотоксичности, со-
провождаемой нейродегенеративным повреждением, завершаемым апоптозом и
гибелью нейронов. В нейронах SNr как депрессорные, так и возбудительные ре-
акции, сопровождающие стимуляцию, оказались резко превалирующими над та-
ковыми в нейронах SNc, что свидетельствует о большей выраженности корковой
проекции к SNr. Более того, выявлена большая подверженность патологическим
изменениям постстимульных депрессорных эффектов нейронов SNc в сравне-
нии с SNr, с формированием в них более выраженных возбудительных эффек-
тов, что свидетельствует о большем вовлечении SNc в БП. На модели БП при от-
сутствии вызванных стимуляцией депрессорных эффектов и более выраженных
возбудительных в нейронах SNc, нейроны SNr сохраняют депрессорные реакции
и относительно сниженные возбудительные, что свидетельствует о меньшей
подверженности нейронов SNr эксайтотоксичности, чрезмерного повышения
возбудимости сохранившихся нейронов, компенсирующих отсутствие возбуди-
мости погибших.

Ключевые слова: Substantia nigra compacta (SNc), Substantia Nigra reticulata (SNr), ро-
теноновая модель болезни Паркинсона (БП), первичная моторная кора мозга (МI),
одиночная спайковая активность, программный математический анализ
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Черная субстанция (Substatia nigra – SN) – важная нейрональная структура, осу-
ществляющая регуляцию деятельности базальных ганглиев (БГ). Постеро-меди-
альная область SN – pars compacta (SNc), будучи в составе допаминергических
(ДА) ядер мозга [1], главным образом связана с дорзальным стриатумом [2]. Анте-
ро-латеральная зона SN – pars reticulate (SNr) – состоит из ГАМКергических ней-
ронов, воспринимающих афференты от стриатума и субталамического ядра и, в
свою очередь, проецирующихся к вентральному переднему таламическому ядру [3].
SN, осуществляя регуляцию БГ [4], в условиях патологии содействует развитию
различных нейрологических болезней, в частности, болезни Паркинсона (БП) [5],
шизофрению [6], патологические склонности и пагубные пристрастия [7]. Проде-
монстрирована обширная подкорковая сеть для SNc и SNr [8–10]. Согласно дан-
ным на грызунах, SNr – большая выходная инстанция БГ, воспринимающая ин-
формацию от мозговой коры через прямой тормозный, непрямой возбудительный,
вовлекающий паллидум и субталамус и прямой возбудительный – через суббтала-
мус [11]. Недавно доказано существование кортико-нигральной проекции у людей.
Магнитно-резонансной томографией, с целью дифференциации взаимоотноше-
ний SNc и SNr с мозговой корой посредством таламуса, показана связь SNc с пре-
фронтальной корой (ПФК), а SNr – преимущественно с моторной и премоторной
корой [9]. Описана связь SN с различными стуктурами мозга (мозолистое тело,
первичная сенсорная кора, премоторная кора, хвостатое ядро, скорлупа, прилега-
ющее ядро перегородки, височно-затылочные доли, вентральная часть моста, пе-
редняя доля мозжечка, наружная капсула) [12]. Согласно ранним работам, односто-
роннее удаление фронтальной коры сопровождается истощением глутаминовой
кислоты в ипсилатеральной SN, при неизменном содержании ГАМК, что свидетель-
ствует о глутамате в качестве передатчика в кортико-нигральном тракте [13]. Не-
смотря на относительную недостаточную выраженность коркового входа к средне-
му мозгу у приматов, он оказался богатым глутаматными рецепторами [14]. Корко-
вый контроль среднего мозга – важный механизм, которым глутаматергический
вход управляет ДА клетками [15]. Обнаружено, что связи SN с мозговой корой у че-
ловека вовлекают префронтальную кору (ПФК), пре- и постцентральную извили-
ны и верхнюю париетальную долю, что позволяет вникнуть в механизм развития
патофизиологии таких нейрологических болезней, как БП, шизофрения, патоло-
гическая зависимость. Тем самым, подкреплена гипотеза, что SN не только часть
сети подкорковых БГ, но также связана с корой, посредством дополнительного
кортико-нигрального пути у людей, подтверждая предварительно существующие
данные на животных [16]. Таким образом, продемонстрировано наличие прямой
кортико-нигральной связи, детально описанной у кошек, грызунов и приматов, но
лишь предполагаемой у людей. Эта связь может служить основанием для последу-
ющих биохимических и физиологических исследований корковой регуляции ба-
зальных ганглиев. Продолжает оставаться недостаточно доказанной большая вы-
раженность связей моторной и премоторной коры с SNr, по сравнению с SNc, на
основе вышеотмеченного современного трактографического изучения у людей.
Предметом настоящего изучения явилось дальнейшее исследование, в норме и
на модели БП, сравнительной степени выраженности кортико-нигральных свя-
зей в микроэлектрофизиологическом исследовании на примере соотношения
возбудительных и тормозных процессов в нейронах SNc и SNr, в условиях акти-
вации первичной моторной коры мозга (М1), что может содействовать новому
пониманию механизмов контроля моторики и когнитивных функций мозга на
уровне ствола мозга, в условиях изменения его пластичности при нейродегенера-
тивных болезнях.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проводили электрофизиологические исследования на 23 белых беспородных
крысах-самцах (230 ± 30 г) в двух сериях экспериментов: интактных (n = 11) и на
модели БП, индуцированной унилатеральным введением ротенона на 4 нед. вы-
держивания животных (n = 12). Введение ротенона осуществляли в условиях нем-
буталового наркоза (40 мг/кг, в/б) из расчета 12 μг в 0.5 μл Димексида (со скоро-
стью 0.1 μл/мин) в “medial forebrain bundle” по координатам стереотаксического
атласа [17] (AP + 0.2; L ± 1.8; DV + 8 мм). Исследование проводилось в соответствии с
принципами Базельской декларации и рекомендациями руководства ARRIVE [18].
В стереотаксическом аппарате производили трепанацию черепа от брегмы до
лямбды и вскрывали твердую мозговую оболочку. После краниотомии, раздража-
ющий электрод вживляли в ипсилатеральную М1 по стереотаксическим координа-
там (АР + 2.1, L ± 2.6, DV + 1.6 мм), а cтеклянные микроэлектроды с диаметром
кончика 1-2 μM, заполненные 2M NaCl, вводили в SNс (AP-5.0; L ± 2.0; DV + 8.1 мм)
и SNr (АР-5.1, L ± 2.0, DV + 8.6 мм) для экстраклеточной регистрации спайковой
активности одиночных нейронов. Осуществляли высокочастотную стимуляцию
(ВЧС) МI посредством прямоугольных толчков тока (длительностью 0.05 мс, ам-
плитудой 0.12–0.18 мВ, силой тока 0.32 мА и частотой 100 Гц в течение 1 с). Опера-
ции осуществляли на наркотизированных уретаном животных (urethane 1.5 г/кг и/п) в
следующей очередной последовательности: фиксация черепа в стереотаксическом
аппарате, краниотомия с удалением костей от брегмы до лямбды и отсепаровкой
твердой мозговой оболочки. Предварительно животные обездвиживались 1% ди-
тилином (Dithylin – Suxamethonium iodide, 25 мг/кг в/б) и переводились на искус-
ственное дыхание. В целом, была зарегистрирована активность 531 нейронов.

Активность нейронов проявлялась в виде тетанической депрессии и потенциа-
ции (ТД и ТП), сопровождаемых посттетанической депрессией и потенциацией
(ПТД и ПТП). Проводили анализ одиночной спайковой активности 531 нейронов
SNc и SNr. Применен специальный алгоритм для расчета средней частоты спай-
ков. Производили далее многоуровневую статистическую обработку для пре- и
постстимульного отрезков времени. Для избираемых сравниваемых групп спайко-
вой активности строили суммированные и усредненные перистимульные (РЕТН
Average) гистограммы и гистограммы частоты (Frequency Average). Анализ полученных
данных производили по специально разработанному алгоритму. Однородность
двух независимых выборок контролировалась t-критерием Стьюдента. Поскольку
число спайков превышало 30, распределение можно считать асимптотически нор-
мальным, следовательно применение критерия Стьюдента оправдано и по нему
показано, что в представленных нами графиках изменение средней величины
спайков достоверно. Учет критических значений в сравнении с таковыми нор-
мального распределения при уровнях значимости 0.05, 0.01 и 0.001 показывает, что
в большинстве случаев статистически значимое изменение достигало как минимум
уровня 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведен cравнительный анализ импульсной активности одиночных нейронов
SNc и SNr на ВЧС M1 в норме (107 нейронов, n = 4 и 135 нейронов, n = 7 соответ-
ственно) и на модели БП (105 нейронов, n = 5 и 184 нейрона, n = 7). В указанных
условиях были обнаружены cледующие изменения тормозных и возбудительных
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тетанических и посттетанических реакций в обеих постстимульных последователь-
ностях (ТД ПТД, ТД ПТП и ТП ПТП, ТП ПТД).

При оценке относительной степени выраженности вышеотмеченных эффектов,
на примере диаграмм усредненной частоты спайков, выведенных на основе расте-
ров пре – и постстимульных разнонаправленных проявлений спайковой активно-
сти нейронов SNc при ВЧС М1 в норме, с указанием средних цифровых значений
в реальном времени 20 с до и после стимуляции, включая время ВЧС, получены
значения (рис. 1–3), представленные в виде дисковых диаграмм для оценки степе-
ни выраженности в процентах (рис. 4, 5).

В нейронах SNc на ВЧС М1 в норме значения занижения (ТД) и завышения
(ТП) престимульной активности, в одно- и разнонаправленных постстимульных
последовательностях, исчислялись в следующих пределах. В депрессорной после-
довательности ТД достигало 1.55-кратного занижения престимульной активности,
в депрессорно-возбудительной – 1.5-кратного занижения (рис. 1A, B; 4A); в возбу-
дительной последовательности ТП завышала престимульную активность и выяв-
лялась в пределах 2.05-кратного, а в возбудительно-депрессорной – 1.58-кратного
(рис. 1C, D; 4A).

На модели БП постстимульные проявления депрессорной активности в нейро-
нах SNc полностью отсутствовали. В возбудительной постстимульной активности
ТП в двух последовательностях достигала 3.31 и 3.05-кратности превышения пре-
стимульной активности (рис. 1E, F; 4B–D). Очевидна эксайтотоксичность в SNc
нейронах на модели БП, свидетельствующая о их нейродегенеративном поражении.
В нейронах SNr на ВЧС М1 в норме значения занижения (ТД) и завышения (ТП)
престимульной активности, в одно- и разнонаправленных постстимульных после-
довательностях, исчислялись в следующих пределах. В депрессорной последователь-
ности ТД достигало 2.05-кратногозанижения, в депрессорно-возбудительной –
2.07-кратного (рис. 2A, B; 5A). В возбудительной последовательности ТП исчис-
лялась в пределах 5.07-кратного завышения, а в возбудительно- депрессорной –
2.20-кратного (рис. 2C, D; 5A). Иными словами, ТП в нейронах SNr оказалось вы-
ше ТД, преимущественно в однонаправленной последовательности. На модели БП
в н ейронах SNr ТД в обеих последовательностях достигала лишь 1.21- и 1.23-крат-
ного занижения престимульной активности (рис. 3A, B; 5B–D). Однако, ТП в обе-
их последовательностях также исчислялись в небольших пределах, порядка 1.40- и
1.60-кратного превышения (рис. 3C, D; 5B, E, F). Иными словами, в нейронах SNr

Рис. 1. A–F – гистограммы суммы спайков предшествующих и сопровождающих постстимульные про-
явления активности: депрессорные – ТД ПТД (A), депрессорно-возбудительные – ТД ПТП (B), возбу-
дительные ТП ПТП (C, E), в сочетании с депрессорными – ТП ПТД (D, F), в реальном времени 20 с (до
и после стимуляции) нейронов SNc, вызванных ВЧС М1 в норме (A–D) и на модели БП (E, F). Здесь и в
остальных рисунках: диаграммы частоты спайков, представленных в гистограммах, с усредненными
значениями (М) для временных отрезков до стимуляции (BE – before event), на время тетанизации (TT –
time tetanization) и после стимуляции (PE – post event). Справа от диаграмм – количество испытаний (n).
Fig 1. A–F – histograms of the sum of spikes, prior and accompanying post-stimulus manifestations of activity:
depressor – TD PTD (A), depressor-excitatory – TD PTP (B), excitatory – TP PTP (C, E), combined with de-
pressor – TP PTD (D, F), in real time 20 s (before and after stimulation) of neurons SNc, evoked by HFS MI in
norm (A–D) and on the model of PD. Here and in the rest of the figures: spike frequency diagrams, presented in
histograms, with averaged meanings (M) for time segments before stimulation ((BE – before event), at the time
of tetanization (TT – time tetanization) and after stimulation (PE – post event). To the right of the diagrams –
number of tests (n).
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Рис. 1. Окончание
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уровни как депрессорной, так и возбудительной постстимульной активности на
модели БП оказались ниже нормы. В нейронах SNc на ВЧС МI уровни частоты
престимульной активности, предшествующие двум возбудительным постстимуль-
ным проявлениям активности на модели БП, в сравнении с нормой, достигали
значений превышающих таковые в норме, в пределах 25.4 и 23.7 против 11.10 и
15.77, т.е. 2.30- и 1.50- кратно (рис. 1; 4G, H). Что же касается постстимульной ча-
стоты активности нейронов SNc, сопровождающей постстимульные возбудитель-

Рис. 2. A–D – гистограммы суммы спайков предшествующих и сопровождающих постстимульные про-
явления активности: депрессорные (A), депрессорно-возбудительные (B), возбудительные (C), в соче-
тании с депрессорными – ТП ПТД (D), в реальном времени 20 с (до и после стимуляции) нейронов SNr,
вызванных ВЧС М1 в норме. Справа от диаграмм – количество испытаний (n).
Fig. 2. А–D – histograms of the sum of spikes, prior and accompanying post-stimulus manifestations of activity:
depressor – TD PTD (A), depressor-excitatory – TD PTP (B), excitatory – TP PTP (C), combined with depres-
sor – TP PTD (D), in real time 20 s (before and after stimulation) of neurons SNr, evoked by HFS MI in norm.
To the right of the diagrams – number of tests (n).
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Рис. 2. Окончание
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ные проявления активности, то они исчислялись порядка 84.3 и 72.27 и против 22.2
и 25.0, т.е. она достигла в патологии значительных уровней, превышающих норму
3.25- и 3.37-кратно (рис. 1; 4G, H). Таким образом, сравнительный анализ пре- и
постстимульной частоты активности нейронов SNc на модели БП, в сравнении с
нормой, привел к заключению о эксайтотоксичности, сопровождаемой неизбеж-
ным и значительным нейродегенеративным повреждением.

В нейронах SNr на ВЧС МI уровни частоты престимульной активности, пред-
шествующие двум постстимульным депрессорным последовательностям, на моде-
ли БП в сравнении с нормой, определялись в пределах 30.34 и 38.5 против 6.46 и
5.13, тем самым превысив норму порядка 4.7- и 7.5-кратно (рис. 2; 3; 5G, H). Часто-
та активностинейронов SNr, предшествующая двум возбудительным последова-
тельностям на модели БП, в сравнении с нормой достигала 67.25 и 48.74 против
5.35 и 5.16, т.е. 12.57- и даже 9.44-кратного превышения нормы (рис. 2, 3; 5I, J).
Постстимульная частота активности нейронов SNr, сопровождаемая двумя соот-
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ветствующими депрессорными последовательностями на модели БП, в сравнении
с нормой, исчислялась в пределах 25.05 и 31.2 против 3.3 и 2.6 (7.6- и 12-кратно вы-
ше нормы), а частота, сопровождаемая возбудительными последовательностями,
соответственно 92.63 и 77.34 против 26.05 и 11.35 (3.55- и 6.81-кратно выше нормы)
(рис. 5G–J). Иными словами, уровни как пре-, так и постстимульной частоты ак-
тивации нейронов SNr в патологии показали мощное превышение, по сравнению с
нормой, больше со стороны престимульной фоновой активности, что свидетель-
ствует о компенсаторной эксайтотоксичности, способствующей выраженной ней-
родегенерации, содействующей апоптозу и гибели нейронов.

Рис. 3. A–D – гистограммы суммы спайков, предшествующих и сопровождающих постстимульные про-
явления активности: депрессорные (A), депрессорно-возбудительные (B), возбудительные (C), в соче-
тании с депрессорными (D), в реальном времени 20 с (до и после стимуляции) нейронов SNr, вызван-
ных ВЧС М1 на модели БП. Справа от диаграмм – количество испытаний (n).
Fig. 3. А–D – histograms of the sum of spikes, prior and accompanying post-stimulus manifestations of activity:
depressor – TD PTD (A), depressor-excitatory – TD PTP (B), excitatory – TP PTP (C), combined with depres-
sor – TP PTD (D), in real time 20 s (before and after stimulation) of neurons SNr, evoked by HFS MI on the
model of PD. To the right of the diagrams – number of tests (n).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Согласно современным представлениям, ротенон вызывает селективную деге-
нерацию нигростриатного дофаминергического пути, избирательное окислитель-
ное повреждение полосатого тела и образование убиквитин- и а-синуклеинпози-
тивных включений в нигральных клетках, которые сходны с тельцами Леви при
БП [19]. В свою очередь, “эксайтотоксичность” при нейродегенеративных болез-
нях, в том числе при БП, является результатом сверхактивации глутаматных
NMDA и AMPA рецепторов, приводящей к серъезному повреждению нейронов
[20], с их гибелью [21, 22]. Возникает она в результате неизбежного развития целого
ряда отрицательных явлений, включающих нарушение кальциевой “буфериза-
ции”, генерацию свободных радикалов, активацию митохондриальной проницае-
мости и вторичной эксайтотоксичности [23]. Выступая в качестве компенсации
возбуждения сниженного в результати гибели нейронов, она сохранившихся ней-
ронов, в конечном счете, приводит к их апоптозу и гибели. С целью предотвраще-

Рис. 3. Окончание
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Рис. 4. A–H – процентное соотношение степени выраженности депрессорных (A), депрессорно-возбу-
дительных (B), возбудительных (C) и возбудительно-депрессорных (D) изменений усредненной частоты
импульсной активности в одиночных нейронах SNс, предшествующих и сопровождающих ВЧС М1 на
модели БП, в сравнении с нормой. Обозначения: степ. выраж. – степень выраженности, престим. –
престимульный, постстим. – постстимульный.
Fig. 4. А–H – the percentage of degree of evidence of depressor (A), depressor-excitatory (B), excitatory (C) and
excitatory-depressor (D) changes of average frequency in single neurons of SNc, previous and accompanying
HFS of MI at the rotenone model of PD, in comparison with the norm. Designations: degree of evidence. – de-
gree of evidence, Prestimul. – Prestimulus, Poststimul. – Post stimulus.
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ния неизбежной эксайтотоксичности необходимо восстановление и углубление
постстимульных депрессорных эффектов, несущих протекторную нагрузку, и сни-
жения чрезмерных возбудительных [24].

В настоящих экспериментах проведен cравнительный анализ импульсной ак-
тивности одиночных нейронов SNc и SNr на ВЧС M1 в норме и на модели БП.
Анализ относительной степени частотной выраженности вышеотмеченных де-
прессорных и возбудительных эффектов, на основе диаграмм усредненной частоты
спайков, представленных в виде дисковых диаграмм (в %), привел к следующим
заключениям. В нейронах SNr при активации М1 коры мозга, в целом, как депрес-
сорные, так и возбудительные постстимульные реакции оказались резко превали-
рующими, над таковыми в нейронах SNc (2.05, 2.07, 4.87, 2.21 против 1.55, 1.5, 2.0,
1.58), что свидетельствует о большей выраженности корковой проекции к SNr, в
сравнении с SNc. Более того, выявлена большая недостаточность депрессорных
постстимульных проявлений активности нейронов SNc в сравнении с SNr, в усло-
виях патологии, с формированием чрезмерной возбудительной активности (эксай-
тотоксичности). На модели БП, в сравнении с нормой, при полном отсутствии де-
прессорных постстимульных эффектов и более выраженных возбудительных в
нейронах SNc (3.05, 3.32 против 2.0, 1.58), нейроны SNr сохраняют депрессорные
постстимульные реакции, хотя и сниженные, но снижены и возбудительные (1.21,
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1.23, 1.38, 1.6 в патологии против 2.05, 2.07, 4.87, 2.21 в норме), что свидетельствует
также о меньшей подверженности нейронов SNr эксайтотоксичности, в сравнении
с таковыми SNc.
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Рис. 5. A–J – процентное соотношение степени выраженности депрессорных (A), депрессорно-возбу-
дительных (B), возбудительных (C) и возбудительно-депрессорных (D) изменений усредненной частоты
импульсной активности в одиночных нейронах SNr, предшествующих и сопровождающих ВЧС М1 на
модели БП, в сравнении с нормой. Обозначения: степ. выраж. – степень выраженности, престим. –
престимульный, постстим. – постстимульный.
Fig. 5. А–J – the percentage of degree of evidence (on average frequency) of depressor (A), depressor-excitatory (B),
excitatory (C) and excitatory-depressor (D) changes of average frequency in single neurons of SNr, previous and
accompanying HFS of MI at the rotenone model of PD, in comparison with the norm.. Designations: degree of
evidence. – degree of evidence, Prestimul. – Prestimulus, Poststimul. – Post stimulus.
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The Microelectrophysiological Study of the Proportion of Synaptic Potentiation
and Depression at Cortico-Nigral Projection in a Model of Parkinson’s Disease

М. V. Poghosyana, L. M. Khachatryana, M. A. Danielyana,
Z. А. Avetisyana, and J. S. Sarkissiana,*

aOrbeli Institute of physiology NAS RA, Yerevan, Armenia
*E-mail: johnsarkissyan@gmail.com

The impulse activity of single neurons in substantia nigra pars compacta – SNc
(242 neurons, n = 11) and substantia nigra pars reticulate – SNr (289 neurons, n = 12)
under high frequency stimulation of primary motor cortex (M1) was analyzed on
23 white male rats in control and rotenone model of Parkinson’s disease (PD). In SNc
neurons in PD model there was no stimulation-induced depression, however, the
posttetatic potentiation and depression following the tetanic potentiation, were 1.65 and
2.02 times higher than in control. In control SNr neurons the tetanic potentiation fol-
lowed by the posttetanic potentiation and depression was 2.37 times higher than the te-
tanic depression, whereas in the PD model both depression and potentiation levels were
subnormal. In PD model, both SNc and SNr neurons exhibited significantly higher
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spike frequency before and during the stimulation in comparison with control. This indi-
cates the presence of the excitotoxicity accompanied by the neurodegenerative damage
followed by the apoptosis and the neuronal death. In SNr neurons both depression and
potentiation after the stimulation were much more prominent than in SNc neurons,
which indicates that the cortical projections on the SNr are more pronounced. More-
over, the SNc neurons demonstrated higher succeptibility to the pathological changes in
the poststimulus depression, leading to the more pronounced potentiation in those neu-
rons in comparison with the SNr neurons, which indicates the more prominent involve-
ment of the former in the PD pathogenesis. In the PD model, with no stimulation-in-
duced depression and more prominent potentiation in the SNc neurons, the SNr neu-
rons maintain the depression and show relatively lowered potentiation, which indicates
their lower succeptibility to the excitotoxicity, and the excessive excitability of the re-
maining neurons as a compensation for the dead ones.

Keywords: Substantia nigra compacta (SNc), Substantia Nigra reticulata (SNr), rotenone
model of Parkinson’s disease (PD), primary motor cortex of the brain, (МI), single spike
activity, software mathematical analysis
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Черепно-мозговая травма (ЧМТ) является одной из ведущих причин смертности
и стойкой утраты трудоспособности молодым населением как в РФ, так и за ру-
бежом. Разработка адекватных и воспроизводимых моделей ЧМТ у лаборатор-
ных животных, а также объективных методов оценки степени возникающих
неврологических нарушений позволит оптимизировать поиск и изучение но-
вых эффективных нейрореабилитационных лекарственных средств. Цель ис-
следования заключалась в проведении сравнительного кросскорреляционного
и когерентного анализа электрокортикограмм условно здоровых крыс и живот-
ных, перенесших ЧМТ. После предварительной трепанации открытую прони-
кающую ЧМТ моделировали методом контролируемого кортикального удара по
области двигательной коры левого полушария. Регистрирующие нихромовые
кортикографические электроды имплантировали билатерально в области пер-
вичной и вторичной двигательной коры, а также в область первичной соматосен-
сорной коры (над гиппокампом). Запись электрокортикограмм осуществляли на
3-и и 7-е сутки после операции в условии домашней клетки и состояния покоя.
Кросскорреляционный анализ включал в себя расчет коэффициента кросскор-
реляции, средней частоты и максимального размаха кросскорреляционной
функции. Для пар регистрируемых отведений рассчитывали среднюю мощность
когерентности дельта-, тета-, альфа- и бета-ритмов. Одностороннее травматиче-
ское повреждение двигательной коры и нижележащих структур приводит к нару-
шению работы межполушарных и внутриполушарных связей, эти изменения фик-
сируются не только в области удара, но и в отдаленных участках коры на 3-и и на
7-е сутки после травмы. Выявленные изменения параметров кросскорреляции и
когерентности ЭКоГ, возникающие у крыс в результате ЧМТ, сходны с таковыми,
наблюдаемыми у пациентов в клинической практике, поэтому можно предполо-
жить, что данная экспериментальная модель может быть использована для нейро-
физиологических и фармакологических исследований.

Ключевые слова: черепно-мозговая травма, контролируемый кортикальный удар,
электрокортикограмма, кросскорреляционный анализ, когерентный анализ
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Черепно-мозговая травма (ЧМТ) традиционно является одной из самых частых
патологий ЦНС и охватывает наиболее социально активную часть общества – лиц
молодого и среднего возраста, приводя к потере трудоспособности, инвалидиза-
ции или гибели [1]. Медикаментозное лечение при тяжелой ЧМТ в острый период
направлено на устранение отека мозга, внутричерепной гипертензии, а также на
предотвращение развития ранних судорожных припадков. Диуретики, глюкокор-
тикоиды и противосудорожные препараты успешно применяются для купирова-
ния вышеуказанных осложнений и являются стандартом клинических рекоменда-
ций [2]. Однако неврологические расстройства, среди которых часто встречаются,
например, двигательные нарушения и/или ухудшение когнитивных функций, слабо
поддаются медикаментозному лечению. Средства с нейропротекторным (церебро-
протекторным) действием, направленные на снижение выраженности неврологи-
ческого дефицита, редко включаются в существующие стандарты лечения вслед-
ствие недостаточного уровня доказанности клинического эффекта [3]. Исходя из
этого, поиск новых средств, способных увеличивать выживаемость нейронов после
перенесенной ЧМТ, и тем самым улучшать функциональное состояние пациентов,
является важной задачей нейрофармакологии. Для успешного поиска и изучения
новых перспективных нейропротекторных средств необходимы адекватные экспе-
риментальные модели ЧМТ и других патологий ЦНС, которые будут иметь патоге-
нетическое сходство с реальной клинической ситуацией. Кроме того, важно наличие
методик и критериев, по которым можно объективно оценивать эффективность
использования того или иного лекарственного средства в условиях эксперимента.

Оценивать тяжесть возникающих неврологических нарушений у эксперимен-
тальных животных, а также эффективность использования того или иного нейро-
протекторного средства можно с помощью поведенческих/функциональных те-
стов [4–6], биохимических [4, 7] и гистологических методик [8]. Все перечисленное
широко используется в нейрофармакологических исследованиях, однако, каждый
из подходов имеет свои недостатки. Например, поведенческие/функциональные
тесты часто субъективны, во многом зависят от внешних факторов, а полученные
результаты бывает сложно интерпретировать. Биохимические и гистологические
исследования требуют дорогостоящего оборудования и расходных материалов,
кроме того, обычно в данном случае испытуемое животное можно обследовать
только один раз.

В клинической практике при ведении пациентов, перенесших ЧМТ, крайне
важна полная и точная диагностика, затрагивающая как нейровизуализационные
методы (магнитно-резонансная томография, компьютерная томография, пози-
тронно-эмиссионная томография), так и нейрофизиологические (электроэнцефа-
лография (ЭЭГ) и метод вызванных потенциалов) [9]. ЭЭГ позволяет определить на-
рушения при легкой ЧМТ, когда незаметны морфологические нарушения, предска-
зать исход для больных в состоянии комы и подходит для обследования детей [10].
Данный метод отличается простотой, неинвазивностью и позволяет оценивать те-
чение заболевания в динамике. В экспериментальных исследованиях на лабора-
торных животных более распространен метод регистрации биологической актив-
ности мозга непосредственно “с коры” – электрокортикография (ЭКоГ) [11–13].

Математический анализ ЭЭГ/ЭКоГ позволяет получить и оценить различные
электрофизиологические параметры мозга. Одним из ведущих методов является
корреляционный анализ ЭЭГ, который применялся еще для анализа первых бу-
мажных ЭЭГ, когда расчеты проводились вручную. Он включает в себе автокорре-
ляцию (анализ взаимосвязи участков одного сигнала) и кросскорреляцию (анализ
взаимосвязи разных сигналов). Кросскорреляционная функция отражает степень
связи процессов в разных точках мозга путем выделения периодических составля-
ющих, общих для двух ЭЭГ. Степень корреляции выражается коэффициентом
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корреляции в диапазоне от –1 (ЭЭГ противофазны) до +1 (ЭЭГ идентичны) [14].
С развитием компьютерной техники корреляционный анализ ЭЭГ значительно
потеснил когерентный анализ, который позволяет определить степень схожести
колебательных электрофизиологических процессов двух или более участков голов-
ного мозга [15]. Коэффициенты корреляции и когерентности меняют свои значе-
ния при различной патологии (например, болезнь Альцгеймера, депрессия, ЧМТ)
и могут опосредованно характеризовать умственные способности [16]. Это позво-
ляет использовать корреляционный и когерентный анализ как для диагностики
ЧМТ, так и для прогнозирования ее течения, а также для оценки влияния различ-
ных лекарственных препаратов на динамику заболевания. Мы предполагаем, что
корреляционный и когерентный анализ на экспериментальной модели ЧМТ у
крыс может быть использован для выявления потенциального нейропротекторно-
го эффекта новых лекарственных средств на доклиническом этапе исследований.
Однако для проверки данной гипотезы необходимо предварительно определить,
насколько значения параметров кросскорреляции и когерентности ЭКоГ могут
свидетельствовать об органических поражениях головного мозга у крыс с ЧМТ.
Кроме того, необходимо оценить, являются ли эти изменения аналогичными тем,
что наблюдают у пациентов в клинической практике.

В связи с вышесказанным, целью данной работы было определение характер-
ных изменений параметров кросскорреляции и когерентности электрокортико-
грамм крыс, перенесших ЧМТ, по сравнению с условно здоровыми животными в
рамках пилотного эксперимента.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проводили в соответствии с принципами Базельской деклара-
ции, Приказом Минздрава РФ от 01.04.16 г. № 199н “Об утверждении правил
надлежащей лабораторной практики” и рекомендациями биоэтической комис-
сии ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России. Крыс содержали в стандартных
условиях вивария на обычном пищевом рационе, со свободным доступом к воде.
Все опытные и контрольные животные были взяты из одной партии и прошли
карантин в течение 14 сут.

Эксперименты были выполнены на 10-ти белых беспородных крысах самцах
массой 250–300 г, полученных из ФГУП ПЛЖ “Рапполово” (Ленинградская об-
ласть). Каждому животному присваивали свой идентификационный номер и про-
водили разделение на две группы – условно здоровые (норма) и ЧМТ, путем ран-
домизации методом случайных чисел. В обеих экспериментальных группах было
по 5 животных.

Кортикографические электроды изготавливали из нихромовой проволоки диа-
метром 0.5 мм (для регистрирующих и референтного электродов) и диаметром 0.16 мм –
для заземляющего электрода. Изоляцию осуществляли термоусадочной трубкой,
длина регистрирующей (неизолированной) части ≈1 мм. Все электроды объединя-
лись в гнездо на кабель BLS-8 c шагом 2.54 мм.

Для проведения хирургических манипуляций животных предварительно нар-
котизировали хлоралгидратом (400 мг/кг). Перед проведением операции на глаза
животных наносился офтагель (Santen OY, Финляндия) для предотвращения пе-
ресыхания роговицы глаз. После подготовки поверхности черепа (удаление мы-
шечно-фасциального слоя, надкостницы и коагуляции кровоточащих участков)
просверливали отверстия соответствующих диаметров для электродов и фиксиру-
ющих винтов (глубина погружения сверла – до 1 мм). Для предупреждения нагре-
вания головного мозга сверление осуществляли короткими интервалами. Далее у
крыс условно здоровой группы осуществляли имплантацию кортикографических
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электродов и вкручивание фиксирующих винтов в соответствующие отверстия, а у
животных второй группы предварительно моделировали черепно-мозговую травму
в соответствии с описанной ранее методикой [6, 17]. У животных проводили трепа-
нацию черепа в левой лобной части над зоной сенсомоторной коры. Центр трепа-
национного отверстия находился на 2.0 мм ростральнее и 1.5 мм медиальнее брегмы.
После этого в трепанационное отверстие помещали подвижный стальной поршень
диаметром 3 мм с ходом 4 мм, по которому с высоты 10 см ударял скользящий в
стальной трубке груз массой 50 г. Высверленную пластину возвращали на место,
имплантировали электроды и вкручивали фиксирующие винты. Координаты рас-
положения электродов определяли с помощью стереотаксического атласа мозга
крысы Paxinos и Watson [18]. Электроды FP1 и FP2 располагались в области, иннер-
вирующей передние конечности (вторичная двигательная кора, AP = +2.0, ML = 1.5,
DV = 1.0), С3 и С4 – иннервирующей задние конечности (первичная двигательная
кора, AP = –1.0, ML = 2.0, DV = 1.0), а O1 и O2 – над гиппокампом (первичная со-
матосенсорная кора, AP = –4.0, ML = 2.0, DV = 1.0) (рис. 1B). Выбор конкретных
точек регистрации сигнала обусловлен тем, что дополнительно мы регистрировали
и анализировали соматосенсорные вызванные потенциалы у данных животных
(электроды FP1, FP2 и C3, C4 при стимуляции срединного и седалищного нервов
соответственно), а также гиппокампальную активность при исследовательском по-
ведении (электроды O1 и O2). Референтный электрод устанавливали в носовую
кость, заземляющий – под кожу в области шеи. Дополнительную фиксацию кон-
струкций в черепе осуществляли с помощью стоматологической пластмассы Вил-
лакрил С (Zhermack, Италия). После этого ушивали разрез кожи, проводили анти-
септическую обработку швов и прилежащей области.

После оперативного вмешательства крыс содержали в индивидуальных клетках
со свободным доступом к воде и корму в течение всего периода исследования. Со-
стояние животных отслеживали сразу после выхода из наркоза и далее ежедневно
утром и вечером, по необходимости обрабатывали швы раствором йода. Во избе-
жание обезвоживания крысам вводили подкожно физиологический раствор в тече-
ние первых 3-х дней после операции. Мы осознанно отказались от использования
антибиотиков, анальгетиков и противовоспалительных средств, поскольку боль-
шинство из них в той или иной степени могут влиять на течение патологических
процессов при травматическом поражении головного мозга, тем самым искажая
результаты исследования.

Запись кортикографической активности животных осуществляли на 3-и и 7-е cут-
ки после операции с помощью 8-канального энцефалографа Нейрон-Спектр-1
(Нейрософт, Россия) c полосой пропускания 0.5–35 Гц и частотой квантования
500 Гц. Выбор временных точек тестирования был обусловлен тем, что представля-
лось интересным оценить функциональное состояние головного мозга травмирован-
ных крыс в острый (3-и сутки) и промежуточный период (7-е сутки) после ЧМТ.

Из полученных 5-минутных кортикограмм отбирали участки записи, во время
которых тестируемые животные находились в спокойном бодрствующем состоя-
нии (отсутствие двигательной или исследовательской активности, а также груминга).
Далее проводили кросскорреляционный и когерентный анализы, после чего срав-
нивали результаты двух экспериментальных групп. Длина эпохи анализа – 5 с.
Кросскорреляционный анализ включал в себя расчет коэффициента кросскорре-
ляции (Ккр) пар электродов FP1–C3, FP2–C4, C3–O1, C4–O2, FP1–FP2, C3–C4 и
O1–O2, а также средней частоты (Гц) и максимального размаха кросскорреляци-
онной функции (ККФ, мкВ). Для этих же пар отведений рассчитывали среднюю
мощность когерентности дельта- (0.5–4.0 Гц), тета- (4.0–8.0 Гц), альфа- (8.0–14.0 Гц)
и бета-ритмов (низкочастотных, НЧ – 14.0–20.0 Гц и высокочастотных, ВЧ –
20.0–35.0 Гц).
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Рис. 1. A – Внешний вид крысы с имплантированными электродами во время записи ЭКоГ. B – схема-
тичное расположение регистрирующих (FP1, FP2, C3, C4, O1 и O2) и референтного (Ref) электродов. C –
пример записи электрокортикограммы здоровой крысы в спокойном состоянии.
Fig. 1. А – Rat with implanted EEG electrodes during the ECoG recording. B – schematic situation of recording
(FP1, FP2, C3, C4, O1 and O2) and reference (Ref) electrodes. C – example of ECoG record in non-injured rat
during resting state condition.
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На 7-й день после проведения всех экспериментов животных эвтанизировали
углекислым газом. Извлеченный головной мозг фиксировали 10%-ным нейтраль-
ным формалином в течение 24-х ч. Для гистологического исследования фиксиро-
ванный головной мозг вскрывался таким образом, чтобы вертикальный разрез
проходил через середину очага травматического повреждения и через соответству-
ющие отделы контрлатерального полушария. Вырезались образцы ткани в виде
пластин толщиной 0.2–0.3 см. Полученные образцы ткани подвергали гистологи-
ческой проводке, пропитыванию и заливке в парафин по общепринятой методике.
Из парафиновых блоков при помощи ротационного микротома изготавливали сре-
зы ткани, размещали на предметные стекла, окрашивали гематоксилином и эози-
ном, после чего обезвоживали и заключали под покровные стекла. Гистологиче-
ские препараты подвергали тотальному сканированию при помощи сканирующей
системы для лабораторных исследований с комплектом программ для обработки
изображений Pannoramic MIDI (3D Histech Kft, Венгрия).

Статистическую обработку полученных данных проводили с помощью пакета
программы GraphPad Prism 7.00. Данные представлены в виде: среднее ± стандарт-
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ная ошибка среднего. Мы использовали классический вариант кросскорреляцион-
ного анализа, базирующийся на вычислении коэффициентов кросскорреляции
Пирсона с последующим усреднением полученных результатов [19, 20], несмотря
на то, что есть другие подходы к анализу [21], Значимость различий оценивали с
помощью непараметрического U-критерия Манна–Уитни. Различия считали ста-
тистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В результате проведенных экспериментов было установлено, что у условно здо-
ровых крыс имеется высокая степень взаимосвязи ритмически протекающих био-
электрических процессов между различными отделами коры головного мозга.
Наиболее высокий Ккр, т.е. величина, количественно характеризующая величину
функциональной связи между двумя любыми отведениями, наблюдался между пара-
ми электродов FP1–FP2, C3–C4, O1–O2, FP1–C3 и FP2–C4. В среднем для указан-
ных пар данный показатель варьировал от 0.87 до 0.92 как на 3-и, так и на 7-е сутки
после операции. Несколько меньший Ккр был выявлен между парами электродов
С3–О1 и С4–O2: от 0.77 до 0.8 (рис. 3B). Аналогичным образом менялась величина
средней мощности когерентности дельта-, тета-, альфа- и бета-ритмов – у пар с
наименьшим Ккр данный показатель был также меньше. Патоморфологические
изменения в зоне повреждения (рис. 2) на 3-и сутки после травмы представлены
преимущественно процессами повреждения в виде формирования зоны некроза с
выраженным перифокальным отеком, распространенной экссудативной клеточ-
ной реакцией и распространенной глиальной реакцией мозговой ткани вокруг
фокуса повреждения. На 7-е сутки после травмы отмечено значительное сниже-
ние содержания некротического детрита в зоне повреждения, развитие выраженной
экссудативной клеточной реакции в ней, уменьшение отека и формирование пери-
фокальной зоны выраженного глиоза мозговой ткани. При этом ткань контрлате-
рального полушария головного мозга не претерпевала структурных изменений.

Травматическое повреждение зоны двигательной коры и нижележащих отделов
у крыс приводило к статистически значимому снижению Ккр пар электродов FP1–FP2,
C3–C4 и O1–O2 (межполушарные связи) в среднем на 33% (p < 0.05 и p< 0.01) на 3-
и сутки и на 19% (p < 0.05 и p < 0.01) на 7-е сутки. Также у животных с ЧМТ Ккр у
пары С4–О2 был ниже по сравнению с условно здоровыми животными: на 21%
(p < 0.01) на 3-й и на 23% (p < 0.05) на 7-й день после травмы (рис. 3A, B). Средняя
частота ККФ также отличалась у крыс с ЧМТ: наблюдали уменьшение величины дан-
ного показателя в среднем на треть (p < 0.05, p < 0.01) для пар электродов FP1–FP2,
C3–O1 и C4–O2 на 3-и сутки с постепенным восстановлением до величины услов-
но здоровых животных к 7-м суткам после травмы (рис. 3C). Другим показателем
кросскорреляции, который также изменялся у крыс в результате ЧМТ, был макси-
мальный размах ККФ. У травмированных животных этот показатель был ниже по
сравнению с нормой как на 3-и (в среднем на 67% для всех отведений, соответствен-
но p < 0.05 и p < 0.01) и на 7-е сутки (на 45% для всех отведений, p < 0.05 и p < 0.01) по-
сле травмы (рис. 3D).

Схожим образом черепно-мозговая травма влияла на когерентности анализиру-
емых ритмов. Например, у группы ЧМТ на 3-и сутки после операции наблюдалось
статистически значимое снижение средней мощности когерентности дельта-, тета-
и альфа- ритмов на 12% (p < 0.05, p < 0.01) для пар отведений FP1–FP2, C3–C4 и O1–O2
(межполушарные связи). Аналогичные изменения работы межполушарных связей,
однако, уже менее выраженные в области травмы, были зафиксированы и в отно-
шении бета-НЧ и ВЧ-ритмов (рис. 4). Средние мощности когерентностей ритмов,
характеризующие внутриполушарные связи (FP1–C3, FP2–C4, C3–O1 и C4–O2)
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также снижались, а наиболее выраженные изменения касались когерентностей
дельта-ритмов (рис. 4). Описанные изменения регистрировали у травмированных
крыс и на 7-е сутки после операции, при этом наблюдалась тенденция к медленно-
му произвольному восстановлению значений средней мощности когерентностей к
значениям нормы (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Использованная модель ЧМТ вызывает у крыс повреждение как двигательной
коры, так и нижележащих отделов головного мозга, в частности, стриатума и мозо-
листого тела [22]. На сегодняшний день для экспериментальных моделей ЧМТ нет
общепринятого способа классификации тяжести травмы (легкая, средняя, тяже-
лая), однако, в клинической практике ушиб мозга тяжелой степени (сопровождаю-
щийся разрушением мозговой ткани и разрывами мягкой мозговой оболочки)
принято рассматривать как тяжелую ЧМТ [23]. Кроме того, ранее было показано,
что у крыс с данной моделью травмы возникает тяжелая степень неврологического
дефицита, проявляющаяся в выраженном снижении общей двигательной и поис-
ково-исследовательской активности в тесте Открытое поле на 3-и сутки после по-
вреждения [5, 6]. Также у этих крыс наблюдали стойкие двигательные нарушения,
выявляемые в тестах Цилиндр, Сужающаяся дорожка, Staircase test и Постановка
конечности на опору и на 3-и, и на 7-е сутки после травмы [4–6]. Кроме того, ана-

Рис. 2. Патоморфологическая картина очага повреждения головного мозга крыс на 3-и и 7-е сутки по-
сле ЧМТ. A – головной мозг здорового полушария травмированного животного на 3-и сутки после
травмы; B – головной мозг здорового полушария травмированного животного на 7-е сутки после травмы;
C – головной мозг травмированного полушария на 3-и сутки после травмы; D – головной мозг травми-
рованного полушария на 7-е сутки после травмы. Объяснения в тексте.
Fig. 2. Pathomorphological picture of brain lesion in rats on the 3rd and 7th day after TBI. A – brain tissue of
non-injuried hemisphere on the 3rd day after the trauma; B – brain tissue of non-injuried hemisphere on the
7th day after the trauma; C – brain tissue of traumatized hemisphere on the 3rd day after the trauma; D – brain
tissue of traumatized hemisphere on the 7th day after the trauma. Explanations in the text.
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лиз общего белка спинномозговой жидкости показал, что у таких животных имеется
выраженное нарушение барьерной функции гематоэнцефалического барьера [6].
Следовательно, на основании проведенных ранее экспериментов можно сделать вы-
вод, что в проведенных исследованиях мы используем модель тяжелой ЧМТ.

В рамках настоящей работы оценивали состояние головного мозга травмиро-
ванных крыс в острый (3-и сутки) и промежуточный период (7-е сутки) после
ЧМТ. Клинически для острого периода характерно выпадение мозговых функций,
сопровождающееся нарушением сознания и снижением психической деятельности.
Кроме того, церебральный отек, образование детрита, крупно- и мелкоочаговые

Рис. 3. A – пример графиков кросскорреляционных функций пар электродов FP1-FP2, C3-C3 и O1-O2
условно здоровой (норма) и травмированной (ЧМТ) крыс. B, C, D – коэффициенты кросскорреляции
(Ккр), средняя частота ККФ и максимальный размах ККФ пар электродов крыс условно здоровой
(норма) и травмированной (ЧМТ) групп на 3-и и 7-е сутки после операции. * – p < 0.05, ** – p < 0.01 –
статистически значимое отличие по сравнению с условно здоровой группой.
Fig. 3. A – graphs of crosscorrelation functions of pairs FP1-FP2, C3-C3 and O1-O2 of non-injured rat (норма)
and rat with TBI (ЧМТ). B, C, D – crosscorrelation function parameters in FP1-C3, FP2-C4, C3-O1, C4-O2,
FP1-FP2, C3-C4 и O1-O2 in non-injured and TBI rats on the 3rd and 7th day after the operation. * - p < 0.05,
** – p < 0.01 – significant difference in comparison with non-injured rats.
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Рис. 3. Окончание
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кровоизлияния, а также нарастание аутоиммунных реакций – типичная патомор-
фологическая картина данного периода [24].

Промежуточный период характеризуется частичным восстановлением обще-
мозговых функций, хотя такие нарушения как двигательные и статокоординаци-
онные все еще могут выявляться. В области очага повреждения обнаруживаются
очаговые и диффузные посттравматические процессы с разнонаправленными из-
менениями вещества головного мозга (регенеративные процессы/фагоцитоз мерт-
вой ткани). Также происходит регрессия церебрального отека [24].

Для используемой нами модели характерно снижение (вплоть до полного отсут-
ствия) общей двигательной активности у травмированных крыс на 3-и сутки после
травмы с постепенным восстановлением данного показателя к 7-му дню [6]. Пато-
морфологически картина очага повреждения у таких животных характеризуется
преобладанием процессов альтерации с сохранением в зоне повреждения некроти-
ческого детрита, выраженного перифокального отека, формированием умеренной
экссудативной клеточной реакции и распространенной перифокальной глиальной
реакции на 3-и сутки и значительным преобладанием экссудативной клеточной
реакции, текущей элиминацией некротического детрита из очага повреждения,
снижением выраженности отека и формированием выраженной ограниченной пе-
рифокальной глиальной реакции на 7-е сутки после ЧМТ (рис. 2). Мы не анализи-
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ровали степень церебрального отека на данной модели, однако данные других ав-
торов свидетельствуют, что у крыс он развивается в первые два дня, разрешаясь к
пятому–седьмому дню [25]. Таким образом, на данной модели выбранные временные
точки тестирования можно рассматривать как острый и подострый период после
травмы.

В настоящем исследовании показано, что одностороннее травматическое повре-
ждение зоны двигательной коры и нижележащих отделов у крыс приводит к нару-
шению межполушарных и внутриполушарных функциональных связей как в обла-
сти травмы, так и в отдаленных отделах головного мозга. Эти негативные изменения
могут быть выявлены посредством кросскорреляционного и когерентного анали-
зов на 3-и и на 7-е сутки после ЧМТ. При проведении кросскорреляционного ана-
лиза характерными проявлениями указанных нарушений являются уменьшение
коэффициента кросскорреляции и средней частоты ККФ, а также увеличение мак-
симального размаха ККФ пар регистрируемых отведений. Последний параметр яв-
ляется наиболее чувствительным к ЧМТ, поскольку он статистически значимо из-
менялся у всех пар отведений. Стоит отметить, что средняя частота ККФ может
косвенно свидетельствовать о динамике патологических процессов, происходящих
в головном мозге после ЧМТ, так как на 7-е сутки данный показатель у травмиро-
ванных крыс приближался к показателям здоровых животных. Когерентный ана-
лиз демонстрирует, что у крыс с ЧМТ снижается средняя мощность когерентности
дельта-, тета-, альфа- и бета-ритмов, при этом, когерентности высокочастотных
бета-ритмов наименее чувствительны к травматическому воздействию.

Снижение степени кросскорреляции и средней мощности когерентности пар
регистрируемых отведений неоднократно было отмечено не только у людей с
ЧМТ, но и с другими очаговыми органическими повреждениями головного мозга.
Исследования кросскорреляционных функции ЭЭГ при разной локализации очага
показали, что в зависимости от зоны поражения мозга устанавливаются различные
патологические взаимоотношения между областями коры. Оказалось, что корре-
ляционные связи зоны непосредственного поражения мозга с отдельными участ-
ками коры резко снижаются. В то же время в зоне поражения возникают особые
патологические корреляции с другими отделами мозга и устанавливаются патоло-
гические связи между отдаленными от очага, первично не поврежденными зонами
коры [26].

В исследовании Е.В. Шаровой и соавт. было показано, что у людей с посткома-
тозным бессознательным состоянием, перенесших тяжелую ЧМТ, большинство
когерентных связей в основных частотных диапазонах ЭЭГ статистически значимо
снижены по сравнению с нормой. Авторы особо подчеркивают факт резкого
ослабления межполушарного взаимодействия, варьирующего от 30 до 80% относи-
тельно нормы и связывают его не только с непосредственным повреждением лоб-
ных долей и комиссуральных трактов, но также и поражением (дисфункцией) ре-
гуляторных структур разного уровня [19]. В похожем исследовании А.В. Климаша
и соавт. у пациентов наблюдалось снижение когерентности в диапазонах альфа- и
бета-ритмов [20].

Таким образом, использованная нами модель ЧМТ вызывает у крыс изменения
параметров ККФ и когерентности электрокортикограмм, сходные с наблюдаемы-
ми у пациентов с фокальными повреждениями головного мозга и, в особенности, с
тяжелой черепно-мозговой травмой. Это позволяет предположить, что оценку па-
раметров ККФ и когерентности на модели ЧМТ у крыс можно использовать как
объективный показатель эффективности проводимой фармакотерапии при изуче-
нии потенциальных нейропротекторных средств. Однако в связи с тем, что иссле-
дование носит пилотный характер, полученные в рамках данной работы результаты
нельзя с достаточной уверенностью транслировать на большие группы животных
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или людей. Для валидации предлагаемой нами модели необходимо проведение
подтверждающих экспериментов с большим количеством крыс в группах. Пред-
ставленные нами данные могут быть использованы для расчета оптимального объ-
ема выборки в больших исследованиях, например, методом анализа мощности или
другими методами, основанными на предварительных результатах [27].
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Crosscorrelation and Coherent Analysis of Ecog in Rats with Traumatic Brain Injury
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Traumatic brain injury (TBI) is a leading cause of disability and mortality among young
population both in Russian Federation and abroad. The development of adequate and
reproducible models of TBI in laboratory animals as well as precise methods for assess-
ment of neurological disorders degree will optimize investigation of new effective neuro-
protective drugs. Aim of the study: to perform the comparative crosscorrelation and co-
herent analysis of ECOG signal in non-injured rats and rats with TBI rats. The open
penetrating brain injury was modeled following the craniotomy over the motor cortex of
the left hemisphere by controlled cortical impact injury method (CCI). The recording
nichrome ECoG electrodes were implanted bilaterally in the primary and secondary
motor cortex areas and also in the area of primary somatosensory cortex (over the hippo-
campus). ECoG recordings were performed on the 3rd and 7th day after the operation in
condition of the home cage at resting state. Crosscorrelation analysis comprised the cal-
culation of crosscorrelation coefficient, mean frequency and maximum span of cross-
correlation function (CCF). Also the calculated mean coherence power of delta-, tetha-,
alpha- and beta-rhythms. Unilateral traumatic damage of motor cortex and near situated
brain areas lead to disturbances of inter- and intrahemispheric connections, these
changes are recorded not only in the damaged area, but also in the remote areas of the
cortex on the 3rd and 7th day after the injury. The obtained results are similar to those
observed in patients with TBI, which suggests that this experimental it can be assumed
that this model can be relevant for neurophysiological and pharmacological studies.

Keywords: traumatic brain injury, controlled cortical impact injury, ECoG, crosscorrela-
tion analysis, coherent analysis
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The goal of the study was to describe perceptual and acoustic characteristics of emotion-
al spontaneous speech of adolescents aged 14–16 years. 18 adolescents aged 14–16 years
(9 boys and 9 girls, three people in each age) were participants. Perceptual analysis of
speech of children by adults (70 Russian speakers and 70 speakers of other languages)
was conducted to define the emotional state via voice and speech characteristics. Instru-
mental and linguistic analysis was used to determine acoustic features and linguistic in-
formation on which listeners rely while recognizing the adolescents’ state. It was shown
that listeners had difficulty in recognizing the emotional state of adolescents, but Rus-
sian-speaking listeners recognized the emotional state better (26% of phrases recognized
with probability 0.75–1.0) than speakers of other languages. Adults recognized comfort
better than discomfort, Russian listeners better than foreigners. Russian listeners are
likely to rely on acoustic and linguistic information, speakers of other languages – on
acoustic features of adolescents’ speech. Phrases uttered in comfort are characterized by
a wider pitch range vs. phrases uttered in the neutral state. It was revealed that the phras-
es of girls uttered in comfort have significantly higher average pitch values vs. discomfort.
There were no significant differences between boys and girls in acoustic characteristics of
emotional speech. Phrase duration and pitch range values can be included in automatic
recognition systems of the speaker’s emotional state via speech as additional informative
features. The paper discusses the specificity of emotion manifestation in adolescents and
the possibility of further use of the results.

Keywords: speech, emotions, acoustical features, adolescents, typical development, per-
ceptual analysis
DOI: 10.31857/S086981392003005X

Emotional manifestations and states of children and adolescents are studied at different
levels of the organization – from cellular to system-behavioral, which requires the use of
different analysis methods. The electrophysiological (EEG and EP indicators) [for exam-
ple, 1] and hormonal [2] mechanisms of different emotional states are widely studied.

We addressed the problem of reflecting the emotional state in the characteristics of
voice and speech, which has a long history starting with the works of Ch. Darwin [3], and
chose two main approaches to research it – methods of auditory perceptual and instru-
mental spectrographic analysis.

The ability to recognize the speaker’s state according to voice characteristics is shown on
the material of different languages [4–6]. It is known that the assignment of speech pat-
terns to different emotional states is affected by duration and pitch (F0) of the speech sig-
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nal. It has been found on the material of the English language that emotional speech can be
characterized by changes in the speech rate compared with calm speech [7]. A number of
studies indicate that cultural and language peculiarities of a person who perceives emotions
influence the emotional state perception [8, 9]. It was shown that values of the pitch,
phrase duration, and speech rate affect the efficiency of recognition of the emotional state
[10, 11]. Cross-linguistic studies revealed that listeners are able to recognize emotions spo-
ken in a non-native language, but the recognition of emotions in their native language is
more effective than in other languages [4–6, 12]. However, in most studies, speech uttered
by professional actors is used as emotional speech. There are a few works in which collo-
quial language is used as emotional speech.

Our work is part of research aimed at studying the formation of the emotional sphere
in ontogenesis and the ref lection of the emotional state in child speech. The research
conducted in the Child Speech Research group of St. Petersburg university showed that
adults are able to recognize the state of infants by characteristics of their vocalizations
from the first months of life [13, 14]. With the age of children, lexical information con-
tained in a speech message has an increasing inf luence on the child’s emotional state
recognition [15, 16]. We have created the first database of emotional child speech for the
Russian language [17]. We have revealed that adult Russian native speakers can correctly
recognize the emotional state of children aged 4–7 years, with the recognition efficiency
increasing with the child’s age.

This study is dedicated to the problem of determining the emotional state of adolescents
aged 14–16 years by Russian native speakers and speakers of other languages. In this study,
we used spontaneous speech of typically developing adolescents. We chose a very contra-
dictory age of 14–16 years to study the emotional state reflection in the child speech char-
acteristics. At this age, adolescents often restrain their emotions while their ability to man-
ifest and recognize emotional states does not always reach the adult level [18]. Emotions of
adolescents of this age are mobile, changeable, imagination is actively developing [19].
Changes in the emotional sphere of teens are noted to continue until late adolescence [6].
The adolescent’s emotional sphere is under the strong influence of neurohumoral process-
es linked with puberty, which proceeds under the control of the central nervous system and
endocrine glands. In girls, puberty ends, and they demonstrate an “adult” type of behavior.
In boys, under the influence of testosterone, the larynx grows, the vocal folds become lon-
ger and thicker, leading to voice changes [20]. This physiological process is referred to as a
voice mutation (or a voice break) [19]. We previously showed that by the age of 14 years,
the duration of stressed and unstressed vowels stabilizes, pitch values decrease, the vowel
articulation index also becomes stable [21].

This work is part of the research of the emotional state reflection in the voice and
speech characteristics of children [14, 22–24] and covers the period of 14–16 years.

The goal of the study is to describe perceptual and acoustic characteristics of emotional
spontaneous speech of adolescents aged 14–16 years.

METHODS

The participants in the study were 18 typically developing adolescents aged 14–16 years
(9 boys and 9 girls) attending a high school in St. Petersburg. For all adolescents, we
checked thresholds of hearing using clinical audiometry (the automated AA-02 audiome-
ter) and the formation of phonemic hearing. According to the pediatricians, children did
not have chronic diseases, neurological or psychiatric disorders. The speech material of
children was recorded in the standardized situation of the dialogue between the experi-
menter and the child. All speech material was annotated by gender, age and emotional state
of the adolescent and included in the created database “AD-Child.Ru” [25].
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The study included a perceptual experiment and an instrumental analysis. The main
purpose of the perceptual experiment was to determine the emotional state of adolescents
by adults while listening to speech material. The instrumental analysis of speech was con-
ducted to identify acoustic characteristics, based on which listeners classified speech mate-
rial into three emotional states.

On the base of listening to audio recordings and watching video materials and research
protocol, three experts carried out selecting phrases uttered by adolescents in different
emotional states. The material was annotated on three states: “comfort – neutral (calm) –
discomfort”, previously used when studying the reflection of the emotional state of 4–7-year-
old children in the characteristics of their voice and speech [15]. For each adolescent,
5 phrases were selected (2 in the state of comfort, 2 in discomfort, 1 in the neutral state),
the total number of phrases is 90. The phrases did not contain linguistic information clearly
indicating the speaker’s gender or age.

The phrases were included in three test sequences, each test sequence contained
30 phrases. Each phrase was presented once, the interval between the phrases was 5 s. The
presentation of test sequences was carried out in an open field to groups of listeners, the
number of listeners in each group was no more 10 people.

The listeners were adult Russian native speakers (n = 70, 18.2 ± 1.0 years old) and
speakers of other languages who are not Russian native speakers (foreigners) (n = 70,
21.0 ± 2.9 years old). All the listeners did not have diagnosed hearing impairment, and
some (n = 20) were checked thresholds of hearing using tonal audiometry.

The speech intensity level during playback was 60–70 dB. The experiment was carried
out in a classroom, the noise level in which did not exceed 20 dB, in an open field through
LOGITECH S120 speaker set (power 2.3 W, frequency range 50 Hz–20 kHz). There were
no significant differences between male and female listeners in recognizing in accordance
with the objectives, and therefore the data are presented together.

The task to the listeners was to recognize the speaker’s emotional state, determine the
meaning of what the adolescent said, the speaker’s gender and age.

Mimic facial movements of adolescents manifested during the verbal response were an-
alyzed in the FaceReader 8.0 software (Noldus Information Technology, the Netherlands).
The results obtained for every adolescent were summed and averaged, then the emotional
states presented in the software were resolved into 4 states – comfort, neutral, discomfort,
and other.

Analysis of speech material was carried out in the Cool Edit Pro sound editor. The
phrase duration, the pause before the child’s response to the experimenter’s question, the
pause in the phrase, average pitch values in the phrase, minimum and maximum pitch val-
ues, the number of words and syllables in the phrase, speech rate were determined for each
phrase. Speech rate was determined as the number of syllables uttered per second without
excluding pauses in speech [26].

Linguistic analysis of dialogues between adolescents and the experimenter was conduct-
ed. In the speech of every adolescent, the frequency of words reflecting comfort and dis-
comfort was calculated. The ratio of words reflecting comfort and discomfort to the total
number of words with emotional coloring was defined.

Statistical data analysis was performed in the STATISTICA 10.0 software using the non-
parametric Mann–Whitney test and Discriminant analysis.

All procedures were approved by the Health and Human Research Ethics Committee
(HHS, IRB 00003875, St. Petersburg State University) and written informed consent was
obtained from parents of the child participant.
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RESULTS

The perceptual experiment showed that native Russian speakers and speakers of other
languages were able to assess correctly the emotional state of the adolescent. The success in
recognizing emotional states was higher among Russian speakers compared to speakers of
other languages. Russian-speaking listeners defined correctly the state of comfort in 62%
(speakers of other languages in 48%), the state of discomfort in 51% (speakers of other lan-
guages in 47%). The neutral state of the adolescent was better recognized by the speakers of
other languages – 41% (Russian speakers – 37%) (Table 1).

Russian listeners recognized the state of comfort and discomfort in girls better than in
boys: 69 and 56% of correct answers for phrases uttered by girls in the state of comfort and
discomfort, respectively; 55 and 41% – by boys. There were no differences in recognizing
the neutral state; the listeners correctly identified the neutral state in 36% in girls and 38%
of cases in boys. Speakers of other languages better recognized the state of comfort in girls
(56%, boys – 41%); the discomfort and neutral state – in boys (49 and 48% respectively,
girls – 45 and 34%) (Table 2).

Analysis of mimic facial movements of children showed that all children most often
demonstrated the neutral state (Table 3). There were no significant differences between
adolescents depending on gender and age.

In this study, listeners identified only three speaker’s states via speech – comfort, neu-
tral, and discomfort. Therefore, the results of analysis of mimic facial movements are also
presented for three states: comfort–neutral–discomfort. The states “sad”, “scared”,
“angry”, and “disgusted” are combined into the state of discomfort, the state “happy” is
selected as the state of comfort. The state “surprised” is assigned to the other group as sur-
prise can accompany both the comfort and discomfort state (Fig. 1).

Table 1. Confusion matrices for the recognition of the emotional state of adolescents by native Rus-
sian-speaking and foreign listeners, % correct answers

Russian speakers Speakers of other languages

comfort neutral discomfort comfort neutral discomfort

Comfort 62 22 16 48 33 19
Neutral 46 37 17 44 41 15
Discomfort 8 41 51 17 36 47

Table 2. Confusion matrices for the recognition of the emotional state of girls and boys by Russian
and foreign listeners, % correct answers

Russian speakers

girls boys

comfort neutral discomfort comfort neutral discomfort

Comfort 69 21 10 55 22 23
Neutral 45 36 19 47 38 15
Discomfort 10 34 56 7 52 41

Speakers of other languages

girls boys

comfort neutral discomfort comfort neutral discomfort

Comfort 56 29 15 41 37 22
Neutral 52 34 14 35 48 17
Discomfort 18 37 45 15 36 49
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The speaker’s emotional state is recognized by listeners via speech more effectively
than via mimic facial movements. This may indicate that data on mimic facial move-
ments are not enough to recognize the emotional state and they should be added by a
speech message.

In addition to recognizing the emotional state, the listeners were given the task of recog-
nizing the adolescent’s gender and age. All the listeners with probability 0.75–1.0 were re-
vealed to recognize correctly the adolescent’s gender for all phrases used in the test, but in
general, Russian speakers identified the gender better (p < 0.0001, Mann–Whitney test)
than speakers of other languages – 97.2 ± 5.0 and 91.6 ± 5.9%, respectively. When recog-
nizing the adolescent’s age, there were no differences between Russian speakers and speak-
ers of other languages, there was no relationship between the adolescent’s state and age de-
termined by the listeners (Table 4). Meanwhile, it was shown that speakers of other lan-
guages more often found it difficult to choose the adolescent’s age (13.8%) vs. Russian
speakers (3%).

Additionally, Russian-speaking listeners had to indicate whether they understood the
lexical meaning of the phrase. With probability of 0.75–1.0, listeners correctly recognized
88.9% of the phrases contained in the test sequences.

Instrumental analysis showed that there were no significant differences in duration of
phrases uttered by adolescents in different emotional states and in duration of phrases ut-
tered by boys and girls. The duration of phrases uttered by boys aged 14–16 years is 3454 ms
in the state of comfort, 3907 ms in the neutral state, 5041 ms (median values) in the state of
discomfort; by girls aged 14–16 years is 3920.5 ms in comfort, 3544 ms in the neutral state,
6974 ms in discomfort (Fig. 2).

Table 3. Definition of the emotional state of adolescents by their mimic facial movements, %
Neutral Happy Sad Scared Angry Surprised Disgusted Other

Female 68.7 7.5 5.9 4.7 1.8 2.0 0.8 8.7
Male 67.3 7.0 5.7 4.2 5.2 2.6 0.0 8.0

Fig. 1. Manifestation of the emotional state in mimic facial movements of adolescents, % Horizontal axis – state,
vertical – state manifestation, %. Black columns – data for boys, white – girls.
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Table 4. Recognition of age of adolescents by native Russian-speaking and foreign listeners
Gender Girls Boys

real age 14 15 16 14 15 16

Russian speakers 14.7 ± 0.6 15.1 ± 0.4 15.0 ± 0.4 15.0 ± 0.4 15.4 ± 0.2 15.4 ± 0.3
Speakers of other languages 14.6 ± 0.5 15.0 ± 0.3 14.9 ± 0.4 14.7 ± 0.4 15.1 ± 0.3 15.2 ± 0.4
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Pause duration in phrases uttered by adolescents in different emotional states was deter-
mined. The pauses in the phrases uttered by boys are 597 ± 173 ms in comfort, 1063 ± 442 ms
in the neutral state, 1213 ± 594 ms in discomfort. The pauses in the phrases uttered by girls
are 654 ± 204 ms in comfort, 616 ± 280 ms in the neutral state, 981 ± 359 ms in discom-
fort. There were no significant differences in the pause duration in boys and girls, in the
pause duration in the phrases uttered by adolescents in different emotional states (Fig. 3).

Speech rate, which is defined as the number of syllables uttered per second, in boys was
4.69 syllables per second for phrases spoken in the state of comfort, 5.25 syllables per sec-
ond in the neutral state, and 4.87 syllables per second in the state of discomfort. In girls,
speech rate was 5.24 syllables per second for phrases uttered in comfort, 5.54 syllables per
second in the neutral state, 5.53 syllables per second in discomfort. When comparing the
speech rate, no significant differences were revealed between boys and girls, between dif-
ferent emotional states, and between adolescents of different ages (Fig. 4).

Average, minimum, and maximum pitch values for the phrase were determined. It was
found that average pitch values in the phrases uttered by boys are 212 ± 48 Hz in comfort,
187 ± 53 Hz in the neutral state, 187 ± 59 Hz in discomfort; by girls – 229 ± 33 Hz in com-
fort, 217 ± 23 Hz in the neutral state, 209 ± 23 Hz in discomfort. The average pitch values in

Fig. 2. Duration of phrases uttered by boys and girls in different emotional states. Horizontal axis – state, vertical –
phrase duration, ms. Black columns – data for boys, white – for girls.
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Fig. 3. Pause duration in phrases uttered by boys and girls in different emotional states. Horizontal axis – state,
vertical – pause duration, ms. Black columns – data for boys, white – for girls.
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Fig. 4. Speech rate in phrases uttered by boys and girls in different emotional states. Horizontal axis – state, verti-
cal – speech rate, syllables per second (syl/s). Black columns – data for boys, white – for girls.
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Fig. 5. Average pitch values in phrases uttered by boys and girls in different emotional states. Horizontal axis –
state, vertical – pitch, Hz. Black columns – data for boys, white – for girls. * p < 0.05, Mann–Whitney test.
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phrases uttered by girls in the state of comfort are revealed to be significantly higher (p < 0.05)
than the average pitch values in phrases uttered in discomfort. No significant differences in
pitch values in boys and girls, in pitch values in the phrases uttered by boys in different
emotional states were found (Fig. 5).

The pitch range values in phrases uttered by boys and girls in different emotional states
were calculated. In boys, the pitch range values are 180 ± 19 Hz in comfort, 70 ± 31 Hz in
the neutral state, 132 ± 33 Hz in discomfort. In girls, the pitch range values are 138 ± 25 Hz
in comfort, 59 ± 13 Hz in the neutral state, and 96 ± 19 Hz in discomfort.

It was found that, in both boys and girls, the pitch range values in phrases uttered in the
state of comfort are significantly higher (p < 0.01 in boys, p < 0.05 in girls – Mann–Whitney
test) than in the neutral state. There were no significant differences between the states of com-
fort and discomfort, between discomfort and the neutral state, between boys and girls (Fig. 6).

Discriminant analysis revealed the relationship between the emotional state and mini-
mum pitch values F(32,144) = 2.7350 p < 0.001 (Wilks’ Lambda: 0.386 p < 0.00001): in the
states of comfort and discomfort, minimum pitch values are higher than in the neutral
state; between gender and minimum pitch values F(16,73) = 4.2881 p < 0.0001 (Wilks’
Lambda: 0.515, p < 0.00001): minimum pitch values in girls are higher than in boys.

Acoustic features of emotionally colored phrases recognized by listeners with low (0–
0.49) and high probability (0.5–1.0) were determined. Significant differences (p < 0.05,
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Mann–Whitney test) in duration of phrases recognized with low and high probability were
found. In boys, the duration of phrases uttered in discomfort and the neutral state and rec-
ognized with high probability is lower (p < 0.05) than the duration of phrases recognized
with low probability; no significant differences for the state of comfort were found. In girls
in the state of comfort, the phrases recognized with high probability were longer (p < 0.05)
than the phrases recognized with low probability; no significant differences for discomfort
and the neutral state were found (Fig. 7).

Significant differences in average pitch values, pitch range values, speech rate, and the
sum of pauses in phrases between phrases recognized by listeners with high and low proba-
bility were not found.

Linguistic analysis of utterances of adolescents included in test sequences for the per-
ceptual experiment was conducted to select emotionally colored words. It was shown that
words reflecting the state of comfort prevailed in the speech of adolescents of all ages (Fig. 8).
In the speech of boys, the number of words reflecting the state of comfort was 65.2% of the
total number of emotionally colored words, the state of discomfort – 34.8%. In the speech
of girls, the number of words reflecting the state of comfort was 53.8%, the state of discom-
fort – 46.2%. The most frequent words reflecting the state of comfort in adolescents of
both genders were “like” (with frequency 1.34 and 2.14 in boys and girls, respectively),
“love” (1.11 and 0.66), “good” (0.89 and 0.66), “favorite” (0.45 and 0.33). The most fre-
quent words reflecting the state of discomfort were “dislike” (with frequency 0.67 and 0.82
in boys and girls, respectively), “hate” (0.45 and 0.33).

DISCUSSION

In this study, for the first time, the data on peculiarities of recognition of the emotional
state of adolescents aged 14-16 years via speech features were obtained. The situation of a
dialogue with the experimenter was used in the work to compare the speech material of ad-
olescents of different age and gender. Participants in the study were two groups of listeners –
native Russian speakers and speakers of other languages. This was done in order to assess
the contribution of linguistic and acoustic information in the recognition of the emotional
state of adolescents. The Russian-speaking listeners recognize the emotional state of ado-
lescents better than speakers of other languages. It may indicate that, while recognizing the
emotional state, they are likely to rely on acoustic and linguistic information vs. speakers of
other languages who rest only on acoustic information. Our findings that listeners recog-

Fig. 6. Pitch range in phrases uttered by boys and girls in different emotional states. Horizontal axis – state, verti-
cal – pitch, Hz. Black columns – data for boys, white – for girls. * – p < 0.05, ** – p < 0.01, Mann–Whitney test.
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nize the emotional state in the native language better than speakers of other languages are
confirmed by the literature data [5, 12].

The results obtained in the work about the level of recognition of the emotional state of
children correlate to the results obtained for 4–7-year-old children [15]. However, in the
speech of adolescents, the neutral state is recognized worse than in the speech of 4-7-year-
old children. Our results on the speaker’s emotional state recognition level are correlated
with the results obtained on the material of the English and Swedish languages, for which
the recognition probability of the emotional state in speech is about 60% [27] – in our
work, the recognition probability of the state of comfort was 61%, discomfort – 51%. The
Russian-speaking listeners unambiguously (with probability 0.75–1.0) recognize the emo-
tional state in 26% of the phrases uttered by adolescents. The speakers of other languages
with probability 0.75–1.0 did not recognize a single phrase. These difficulties can be ex-
plained, on the one hand, by the peculiarities of culture and education of Russian-speak-
ing adolescents [18] who try to restrain their emotions in the dialogue with the experiment-
er, on the other hand, by the inability of speakers of other languages to recognize linguistic
information, contained in a speech message.

Fig. 7. Duration of phrases recognized by listeners with high and low probability. Horizontal axis – speaker’s state
and recognition probability, vertical – duration, ms. Black columns – data for boys, white – for girls. * – p < 0.05,
Mann–Whitney test.
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Fig. 8. Frequency of words with different emotional coloring in the speech of boys and girls. Black columns – the
state of comfort, black – discomfort. Horizontal axis – adolescents’ gender, vertical – frequency.
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Listeners better recognize the gender while listening to the phrases of adolescents than lis-
tening to the speech of 4–7-year-old children (with recognition probability of 64–71% for
different emotional states). However, our study revealed no influence of the adolescent’s
emotional state on the recognition of gender. An increase in the recognition accuracy of age
compared with the results of recognition of the age of preschoolers has been shown.

Recognizing the emotional state by mimic facial movements revealed that the majority
of emotional states in adolescents are recognized as a neutral emotional state. The absence
of vivid emotion manifestations may indicate the peculiarities of the behavior of adoles-
cents due to the social environment or specificities of the experiment (the recordings were
carried out in the school building) [14].

In our earlier works, we showed the dynamics of changes in duration and pitch with the
age of children [28]. It was shown that the duration of stressed and unstressed vowels in chil-
dren does not significantly change, starting from the age of 13 years [21]. The acoustic pa-
rameters of vowels from a neutral (calm) speech of 14–16-year-old teens are described [29].
We found that phrases uttered in the state of discomfort are characterized by a longer dura-
tion than phrases uttered in comfort and the neutral state, but these differences are not signif-
icant. For the Swedish and Spanish languages, it was shown [7] that emotional speech dif-
fered from speech uttered in the neutral state in the speech rate; our study did not reveal this
correlation. It was found that, for adult speech, there were differences in the speech rate be-
tween men and women depending on their emotional state [10]. We did not identify these
distinctions for speech of adolescents. Our findings correspond to the speech rate values,
which are described for adult Russian speech [30]. Significant differences in the average pitch
values, observed in the speech of younger children, between phrases uttered by adolescents in
different emotional states were not found. The correlation between the emotional and neutral
speech of adolescents according to pitch range values was revealed, which is confirmed by the
results previously obtained for child speech [15]. These results correspond to the results on
the material of the Japanese language. It is shown that both pitch parameters and parameters
of the vowel formant frequencies F1 and F2 influence the speaker’s emotion perception, but
pitch range provides key input; the formant frequencies values affect the emotional coloring
perception in case of fixed pitch values. It is also indicated that emotion perception can be in-
fluenced by the individual characteristics of the speaker, but even in this case pitch and its
range make a statistically more significant contribution to the emotion determination than
the variability of formant frequencies or vowel duration [31].

The determination of characteristics that are sufficient for recognition of the emotional
state is necessary to develop automatic speech recognition systems [11], to study recogni-
tion of the emotional state of people with developmental disabilities [32]. Automatic rec-
ognition of emotions is important for creating human-computer interfaces, the learning
process, monitoring for older adults, interactive entertainment [33]. Artificial intelligence
systems based on various parameters of a speech message (for example, pitch, spectral
characteristics, linguistic information) are extensively used in automatic speech recogni-
tion systems [34]. Different approaches to machine learning of emotion recognition only
according to the paralinguistic information contained in speech are exploited [35]. It is
shown as well that not all of the existing corpora of sounding emotional speech are suitable
for learning artificial intelligence systems.

It was shown that, for the English language, the particular difficulty in recognizing the
speaker’s emotions is the distinction of those emotional states that have similar acoustic
features [34]. The use of a comprehensive assessment of the speaker’s acoustic characteris-
tics is thought to be necessary for assessing the emotional state [11]. Some works [36] indi-
cate that Russian speakers use verbal means of expressing emotions in combination with
non-verbal ones.

Most of the works are now dedicated to the problems of emotions formation and mani-
festation in adolescents with various disorders, for example, with obsessive-compulsive
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disorder [37], manifestations of depression [38], and experiencing the difficulties with con-
trol and emotions manifestations [39].

Therefore, the obtained results may be useful for studying the development of emotions
in ontogenesis in typical (control) and atypical development.

CONCLUSIONS

In the work, original data on the recognition of the emotional state of adolescents via their
speech characteristics by Russian native speakers and speakers of other languages were ob-
tained. Listeners have difficulty in recognizing the emotional state of adolescents. Neverthe-
less, Russian-speaking listeners recognize the emotional state better than foreigners. It is
shown that adults recognize the state of comfort better than discomfort. Russian listeners cope
with the emotion recognition better than foreigners. In recognizing, Russian listeners are like-
ly to rely on acoustic and linguistic information, speakers of other languages rest on acoustic
features of adolescents’ speech. Phrases uttered in comfort are characterized by a wider pitch
range vs. phrases uttered in the neutral state. It was revealed that the phrases of girls uttered in
comfort have significantly higher average pitch values vs. discomfort. The phrases for which
the emotional state is recognized with high probability differ in duration from phrases recog-
nized with low probability. Phrases uttered by boys, for which the emotional state is recognized
with high probability, are shorter, phrases uttered by girls are longer. The Russian-speaking lis-
teners recognize the emotional state of girls better than the emotional state of boys. It was re-
vealed that all the listeners recognize correctly the gender of adolescents.
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АКУСТИЧЕСКИЕ И ПЕРЦЕПТИВНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
ЭМОЦИОНАЛЬНОЙ РЕЧИ ПОДРОСТКОВ 14-16 ЛЕТ

А. С. Григорьевa, *, В. А. Городныйa, О. В. Фроловаa, A. M. Кондратенкоa,
В. Д. Долгаяa, E. E. Ляксоa, **

aСанкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия
*E-mail: a.s.grigoriev89@gmail.com

**E-mail:lyakso@gmail.com

Цель исследования – описание перцептивных и акустических характеристик
эмоциональной спонтанной речи подростков 14–16 лет. В исследовании приня-
ли участие 18 подростков 14–16 лет (9 мальчиков и 9 девочек, по три человека в
каждый возрастной срез). Проведен перцептивный анализ речи детей взрослыми
(70 носителей русского языка и 70 носителей других языков) с целью определе-
ния эмоционального состояния по характеристикам голоса и речи. Инструмен-
тальный и лингвистический анализ использован для определения акустических
признаков и лингвистической информации, на которые опираются слушатели
при распознавании состояния подростков. Показано, что слушатели испытыва-
ют трудности в распознавании эмоционального состояния подростков, но при
этом русскоговорящие слушатели распознают эмоциональное состояние лучше
(26% фраз, распознанных с вероятностью 0.75–1), чем носители других языков.
Взрослые лучше распознают состояние комфорта, чем дискомфорта, русские
слушатели лучше, чем иностранные. При распознавании русские аудиторы опи-
раются на акустическую и лингвистическую информацию, носители других язы-
ков – на акустические параметры речи подростков. Фразы, произнесенные в
комфортном состоянии, характеризуются большей вариативностью частоты ос-
новного тона по сравнению с фразами, произнесенными в нейтральном состоя-
нии. Выявлено, что фразы девочек, произнесенные в комфортном состоянии,
имеют значимо более высокую среднюю частоту основного тона по сравнению с
дискомфортным состоянием. Не выявлено значимых различий между мальчика-
ми и девочками по акустическим характеристикам эмоциональной речи. Значе-
ния длительности фраз и вариативности частоты основного тона могут быть за-
ложены в системы автоматического распознавания эмоционального состояния
говорящего по речи в качестве дополнительных информативных признаков.
В работе обсуждается специфика проявления эмоциональных состояний под-
ростками и возможности дальнейшего использования полученных результатов.

Ключевые слова: речь, эмоции, акустические характеристики, типичное развитие,
перцептивный анализ
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Во время дневного сна у 17 здоровых испытуемых изучали изменения спектраль-
ных характеристик ЭЭГ в периоды восстановления выполнения психомоторного
теста при спонтанных кратковременных пробуждениях. Тест содержит два после-
довательно чередующихся задания: счет “про себя” от 1 до 10, сопровождаемый
синхронными нажатиями на кнопку, и только счет “про себя”. Монотонный ха-
рактер теста ведет к быстрому снижению уровня бодрствования и в большинстве
случаев вызывает засыпание. Появление нажатий является поведенческим пока-
зателем возобновления когнитивных процессов, заторможенных во время сна.
Сравнивали ситуации с малым (2–5) и относительно большим (6–10) числом на-
жатий на кнопку. Началу нажатий предшествует появление генерализованного
альфа-ритма, который снижается в процессе выполнения психомоторной дея-
тельности. Его мощность при этом всегда больше в ситуации с более длительны-
ми периодами наблюдаемой поведенческой активности. Окончание нажатий
возвращает значения мощностных показателей альфа-активности к тем, кото-
рые наблюдались до пробуждения. Альфа-ритм ЭЭГ при сниженном уровне
бодрствования во время кратковременных пробуждений, по-видимому, характе-
ризует действие таламо-кортикального активирующего механизма и является
необходимым условием для моторного взаимодействия организма с внешней
средой. Отсутствие различий в лобных областях на начальном этапе при осу-
ществлении кратковременной и более длительной деятельности, приближаю-
щейся к выполнению полного цикла нажатий, позволяет предположить, что в
этот период они задействованы в одинаковой степени, независимо от числа нажатий.
Этот результат может служить косвенным подтверждением того, что наблюдаемая
психомоторная активность, даже при малом числе нажатий, не является автоматиче-
ской, бессознательной, а сопровождается сниженным, фрагментарным сознанием.

Ключевые слова: дневной сон, психомоторный тест, спонтанное пробуждение,
инерция сна, ЭЭГ, альфа-ритм, сознание
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Исследования переходных состояний цикла “сон–бодрствование” в основном
касаются процессов засыпания и в существенном меньшей степени – пробужде-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ния. Последнее изучается преимущественно в опытах с ночным сном и только в
редких случаях, по условиям эксперимента – существенно позже самого момента
пробуждения, сопровождается когнитивной активностью испытуемого.

Показаны особенности активации различных структур мозга при пробуждении
из разных стадий сна [1]. По сравнению с состоянием покоя перед засыпанием, де-
фолтные (default-mode network) и гиппокампальные нейронные сети при пробуж-
дении сохраняли одинаковые уровень связности и спектральную мощность; в сен-
сорно-моторной сети эти показатели снижались, а связь таламуса с неокортексом
существенно усиливалась. Самые существенные изменения при этом наблюдались
тогда, когда просыпанию предшествовал глубокий сон [1]. Ведущая роль таламуса
при пробуждении, а также наличие регионарной специфики в зависимости от того,
было ли оно самопроизвольным или вызванным условиями эксперимента, выяв-
лена при исследовании ночного сна у больных эпилепсией [2]. Зависимость частоты
альфа-ритма от длительности пробуждений во время ночного сна показана в рабо-
те [3]. Краткие просыпания (менее 5 мин) сопровождались более низкими частота-
ми альфа-активности по сравнению с длительными. При этом и в том, и в другом
случае у здоровых испытуемых частота альфа-ритма была снижена по сравнению с
состоянием спокойного бодрствования.

Особенности выполнения когнитивных задач после пробуждения исследуется
преимущественно в парадигме “инерции сна”. Было показано, что после ночного
сна его влияние на функциональное состояние головного мозга сохранялось по
разным данным от 10 мин до нескольких часов. Оно отражалось в увеличении
мощности низкочастотных составляющих ЭЭГ (1–9 Гц) и снижении мощности
высоких частот – по сравнению с периодом перед засыпанием [4–7]. Самые суще-
ственные изменения в поведенческих показателях, умственной деятельности и
функциональной связности мозга были отмечены при пробуждении из глубокого
сна [7]. Уменьшение мощности ЭЭГ в процессе выполнения когнитивных задач
после пробуждения по сравнению с их выполнением перед сном показано япон-
скими исследователями [8]. Отметим, что сам переход от состояния сна к деятель-
ности никто из этих авторов не исследовал.

Ранее в опытах с дневным сном мы исследовали активность мозга в периоды,
предшествующие спонтанному пробуждению и восстановлению выполнения пси-
хомоторной деятельности [9]. В процессе пробуждения показан рост мощности
ЭЭГ в дельта- и альфа-диапазонах, который, по всей вероятности, отражает дей-
ствие таламо-кортикального активирующего механизма [1, 2, 10].

Целью нашей работы было исследование ЭЭГ-коррелятов, непосредственно
предшествующих и сопровождающих короткие периоды поведенческой активно-
сти при пробуждении во время дневного сна. В задачи входил анализ амплитудно-
частотных характеристик дельта- и альфа- ритмов ЭЭГ перед началом и в кратко-
временные периоды когнитивной деятельности, различающиеся по длительности
восстановления психомоторного теста.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Испытуемые. 34 человека (26 женщин и 8 мужчин, возраст от 19 до 22 лет), прак-
тически здоровые люди, правши, студенты московских вузов. Все были ознакомлены с
процедурой опыта и дали согласие на участие в нем. Исследование соответствовало
этическим нормам Хельсинской декларации Всемирной медицинской ассоциации
“Этические принципы проведения научных медицинских исследований с участи-
ем человека” с поправками 2000 г.
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Процедура исследования. Время эксперимента: с 13.00 до 16.00. Продолжитель-
ность – от 55 мин до 1 ч 10 мин. Перед опытом для оценки параметров сна в ночь,
которая предшествовала обследованию, испытуемый заполняли дневник сна, а для са-
мооценки дневной сонливости – опросник KSS (Каролинскую шкалу сонливости).

Испытуемый располагался на кушетке в затемненном и звукоизолирующем по-
мещении с комфортной температурой. В течение 5 мин проводилась запись ЭЭГ в
состоянии спокойного бодрствования при закрытых глазах. Чтобы получить ряд
последовательных периодов засыпания―пробуждения использовали непрерывно-
дискретный психомоторный тест, предложенный нами ранее [9, 11, 12]. Испытуе-
мый считал “про себя” от 1 до 10, при этом одновременно при каждом счете он на-
жимал на кнопку большим пальцем правой руки (1-я фаза теста), которая была за-
креплена на указательном пальце. Далее он продолжал считать “про себя” от 1 до 10,
но уже без нажатий (2-я фаза). Чередование счета с нажатиями и без нажатий (1-я и
2-я фазы) длилось до тех пор, пока исследуемый не засыпал, или же до конца опыта.
В случае засыпания и последующего самопроизвольного пробуждения он должен
был возобновить выполнение заданий психомоторного теста. В инструкции, кото-
рая давалась после записи ЭЭГ с закрытыми глазами, подчеркивалось, что при
просыпании необходимо сначала выполнять счет с нажатием на кнопку (1-я фаза)
и только потом без нажатия.

В течение опыта с поверхности головы регистрировали ЭЭГ от 17 отведений,
расположенных в соответствии со схемой 10–20% (F3, F4, F7, F8, Fz, C3, C4, Cz,
T3, T4, P3, P4, Pz, T5, T6, O1, O2). Отведение было монополярным, референтный
электрод – объединенный ушной. Также записывалась электроокулограмма (ЭОГ),
миограмма (ЭМГ) и механограмма нажатий на кнопку. Регистрацию всех показа-
телей проводили с помощью системы Neocortex–Pro (Neurobotics, Россия). Частота
дискретизации – 250 Гц. Полоса пропускания частот: 0.5–70 Гц. ЭЭГ регистриро-
вали с помощью шлема с хлорсеребряными электродами с сопротивлением, не
превышающим 5 КОм.

Отбор и анализ данных. Выделяли испытуемых, которые при самопроизвольном
пробуждении из второй стадии сна хотя бы по одному разу воспроизводили зада-
ние 1-й фазы психомоторного теста с меньшим (2–5) и большим (6–10) числом на-
жатий. Использование приема повторных наблюдений у одного и того же субъекта
при сопоставлении характеристик альфа-ритма, сопровождающего эти разные по
длительности поведенческие паттерны, позволяет избежать влияния на получае-
мые результаты различий в его мощности, которые присутствуют в ЭЭГ испытуе-
мых. Этот прием также позволяет сопоставлять промежутки времени от появления
широко распространенного по коре альфа-ритма до момента начала нажатий, ко-
торые варьируют от испытуемого к испытуемому и зависят от числа нажатий.

Рассматривали ситуации, при которых очередная последовательность нажатий
фиксировалась в механограмме через минуту и более. Исключали тех, у кого раз-
ница между короткими и более продолжительными эпизодами реализации 1-й фазы
теста после пробуждения была меньше 3 нажатий. Далее для последующего анализа у
каждого испытуемого брали по одной реализации с меньшим и бо̒льшим числом
нажатий так, чтобы упомянутая разница была максимальной. Таким образом, мы в
определенной мере разделяли уровни активации субъекта в эпизодах восстановле-
ния деятельности после пробуждения. В результате отобрали 17 человек (13 жен-
щин и 4 мужчин, возраст от 19 до 22 лет). Средняя продолжительность ночного сна
накануне опыта – 6.0 ± 0.5 ч, его качество и самочувствие после утреннего пробуж-
дения оценивались испытуемыми как хорошее и удовлетворительное (3.8 ± 0.3 и
3.2 ± 0.3 соответственно, 5-балльные шкалы, 5 – наилучшая оценка). Уровень сон-
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ливости перед опытом – повышенный (5.3 ± 0.5, 7-балльная шкала, 7 – самая вы-
сокая сонливость).

Анализировали 40-секундные отрезки записи ЭЭГ, на середину которых прихо-
дилось возобновление нажатий на кнопку. Для оценки амплитудных изменений
электрических колебаний применяли метод анализа вариационных кривых [13].
Предварительно на основе Фурье-преобразования фильтровали отобранные отрез-
ки в диапазонах 0.5–3.5, 4–7.5, 8–10.5 и 11–13.5 Гц (дельта-, тета-, низкочастотный
и высокочастотный альфа-ритмы). Далее на 1-секундных интервалах со скользя-
щим окном 100 мс и сдвигом 10 мс для каждого отведения ЭЭГ определяли функ-
цию вариации и усредняли ее значения. По определению вариационная кривая яв-
ляется произведением амплитуды потенциала на его частоту. Однако, учитывая
малые изменения частотной структуры электрических колебаний на относительно
небольшом отрезке времени (1 с), можно говорить о ней как о показателе мощ-
ностного, амплитудного типа [13]. Впоследствии оказалось, что выбор относительно
коротких 1-секундных временных интервалов в качестве эпохи анализа при стати-
стической оценке изменений амплитудных характеристик ЭЭГ для данного иссле-
дования являлся избыточным. В связи с этим полученные значения функции вари-
ации мы усредняли по 2 с. На результатах это не сказалось, зато на иллюстрирую-
щих их рисунках сглаженные таким образом кривые стали лучше отражать тренды
этих изменений. Полученные величины по каждому выделенному частотному диа-
пазону анализировали с помощью дисперсионного анализа методом повторных
измерений (ANOVA RM). При этом мы фокусировали внимание на интервале
времени, сопоставимом с длительностью выполнения 1 фазы теста (10 с, или пять
2-секундных интервалов), т.е. периоде нажатий на кнопку после пробуждения.
Рассматривали влияние на амплитудно-мощностные характеристики ЭЭГ факторов
“психомоторная активность” (2 уровня: до начала нажатий и после), “длитель-

Рис. 1. Пример ЭЭГ, ЭМГ и механограммы при пробуждении и возобновлении выполнения психомо-
торного теста. Сверху вниз: отведения ЭЭГ, ЭМГ и механограмма. Вертикальными линиями отмечены
1-секундные интервалы времени. Стрелка – начало фиксации нажатий.
Fig. 1. An example of an EEG, EMG, and mechanograms on waking up and resuming a psychomotor test. From
top to bottom: EEG, EMG and mechanogram leads. Vertical lines indicate 1-second time intervals. Arrow – the
clicks fixation beginning.
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ность нажатий” (2 уровня: 2–5 и 6–10 нажатий), и “время” (5 уровней: пять 2-се-
кундных временных отрезков). Анализ проводили как по усредненным амплитуд-
ным значениям всех отведений ЭЭГ для каждого отсчета (т.е. суммарно), так и по
отдельности для каждого отведения. После анализа полученных результатов в дан-
ном дизайне дисперсионного анализа возникла необходимость дополнительной
обработки с учетом их региональных особенностей. Дополнительно рассматривали
влияние на вычисленные мощностные характеристики ЭЭГ факторов “регион от-
ведения” (2 уровня: передне-центральный и каудальный) и “отведение ЭЭГ”
(6 уровней: для передне-центрального региона – F3, F4, F7, F8, C3, C4; для ка-
удального – P3, P4, T5, T6, O1, O2). Статистические результаты получали с исполь-
зованием поправки Гринхауза―Гессера. На каждом интервале времени с помо-
щью парного критерия Вилкоксона сравнивали характеристики исследуемых ритмов
ЭЭГ. Все статистические вычисления проводили с помощью пакета программ
SPSS 13.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В целом по всем отведениям показано влияние фактора “психомоторная актив-
ность” на мощность дельта-ритма (F(1;16) = 20.0, p < 0.001) и на уровне тенденции –
на мощность альфа-ритмов обоих исследуемых диапазонов (F(1;16) = 3.7, p = 0.07 и
F(1;16) = 3.7, p = 0.07 соответственно); фактора “длительность нажатий” на мощ-
ность низкочастотного и высокочастотного альфа-ритма ЭЭГ (F(1;16) = 11.0, p = 0.004
и F(1;16) = 9.4, p = 0.007 соответственно). Также для низкочастотного альфа-ритма
на уровне тенденции показано влияние на его мощность сочетания факторов
“психомоторная активность” и “длительность нажатий” (F(1;16) = 3.8, p = 0.07).
Средние значения мощности ЭЭГ суммарно по всем отведениям для исследуемых
поддиапазонов альфа-ритма приведены на рис. 2A, а для дельта-ритма – на рис. 3A.
Мы не получили достоверного влияния исследуемых факторов на мощностные ха-
рактеристики тета-ритма и поэтому исключили их из дальнейшего анализа.

Результат влияния факторов “психомоторная активность” и “длительность на-
жатий”, а также их взаимодействия на характеристики спектральной мощности от-
дельных отведений ЭЭГ приведены на рис. 2B и рис. 3B.

Показано влияние на мощностные характеристики низкочастотного альфа-
ритма сочетания факторов “психомоторная активность” и “регион отведения”
(F(1;16) = 14.1, p = 0.002), “длительность нажатий” и “регион отведения” (F(1;16) = 7.6,
p = 0.014), а также “психомоторная активность”, “длительность нажатий” и “реги-
он отведения” (F(1;16) = 6.7, p = 0.02). Для высокочастотного альфа-ритма показа-
но влияние на мощность сочетания факторов “длительность нажатий” и “регион
отведения” (F(1;16) = 35.3, p = 0.0001). Для дельта-ритма показано влияние сочета-
ния факторов “психомоторная активность”, “длительность нажатий” и “регион
отведения” (F(1;16) = 8.7, p = 0.01).

Отметим, что при данном дизайне дисперсионного анализа была показана зна-
чимость влияния на мощность низкочастотного и высокочастотного альфа-ритма
изолированного фактора “длительность нажатий” (F(1;16) = 13.4, p = 0.002 и
F(1;16) = 11.1, p = 0.004).

Начало выполнения психомоторного теста приходится на широко распростра-
ненный по коре альфа-ритм, который в процессе деятельности снижается. Суще-
ствуют данные, что альфа-ритм появляется в энцефалограмме во время кратких
эпизодов бодрствования, прерывающих сон (WASOs) и во время пробуждения от
сна [2, 3, 14, 15]. Можно предполагать, что альфа-ритм ЭЭГ при сниженном уровне
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Рис. 2. Спектральные характеристики низкочастотного и высокочастотного альфа-ритма при разной
длительности периода нажатий на кнопку во время восстановления выполнения психомоторного теста
после спонтанного пробуждения. I – низкочастотный альфа-ритм, II – высокочастотный; A – суммарно

по всем отведениям ЭЭГ; пунктирная линия – 2–5 нажатий, сплошная – 6–10; по вертикали – величи-
на спектральной оценки, мкВ/с, по горизонтали – время, 2-секундные отрезки; стрелка – начало нажа-
тий после пробуждения; “x”, “*” и “**”– различия (p < 0.1, 0.05 и 0.01 соответственно); показан интер-
вал, на котором проводился дисперсионный анализ; показана ошибка среднего; B – результаты дис-
персионного анализа по отдельным отведениям ЭЭГ; приведены карты с достоверными различиями
для отдельных факторов и их сочетания; светло-серый, темно-серый и черный цвет отведений – p < 0.1,
0.05 и 0.01 соответственно.
Fig. 2. The spectral characteristics of the low-frequency and high-frequency alpha rhythm with different lengths
of the period the button is pressed during the restoration of the psychomotor test after spontaneous awakening.
I – low-frequency alpha rhythm, II – high-frequency; A – total for all EEG leads; dashed line – 2–5 clicks, solid – 6–
10; vertically – spectrum power, μV/s, horizontally – time, 2-second segments; arrow – the beginning of clicks
after waking up; “х”, “*" and “**” are the differences (p < 0.1, 0.05 and 0.01, respectively); the interval over which
the analysis of variance was carried out is shown; average error is shown; B – the results of analysis of variance for
EEG leads; map-schemes with significant differences for individual factors and their combinations are given;
light gray, dark gray and black color of assignments – p < 0.1, 0.05 and 0.01 respectively.
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бодрствования является необходимым условием для моторного взаимодействия
организма с внешней средой.

Результаты парных сравнений мощностных характеристик ЭЭГ для отведений
ЭЭГ в периоды до нажатий на кнопку приведены на рис. 4. Мы сочли возможным
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привести на этом и других рисунках не только статистически значимые результа-
ты, но и результаты на уровне тенденции по следующим соображениям. Исследуе-
мые нами отрезки ЭЭГ приходятся на переходные состояния цикла “сон–бодр-
ствование”, сопровождаемые периодом психомоторной деятельности и активиза-
цией сознания. В качестве подхода к оценке этого феномена мы взяли
поведенческий показатель – разное число нажатий в этих переходных состояниях.
Мерой для оценки мозгового обеспечения локализованных на коротком интервале
времени процессов пробуждения–засыпания, психомоторной деятельности и по-
явления–угасания сознания в данном исследовании были выбраны мощностные
характеристики колебаний электрической корковой активности мозга. Детальное
описание региональных различий в ЭЭГ при данной параметризации комплекса
наблюдаемых явлений, как нам представляется, позволит читателю получить о них
более полную информацию. Разумеется, это не исключает критического отноше-
ния к результатам, полученным на уровне тенденции.

Мы показали, что перед началом психомоторной активности характеристики
альфа-ритма выше в том случае, когда испытуемый впоследствии дольше нажимал
на кнопку. Эти различия наблюдаются в низкочастотном альфа-ритме за 5–6 с до
начала нажатий с вовлечения каудальных областей и непосредственно перед нажа-
тиями в течение 2 с (рис. 4, I). В высокочастотном альфа- ритме эта разница отме-

Рис. 2. Окончание
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чается позднее (за 3–4 с до начала нажатий) в каудальных и передне-височных об-
ластях, а непосредственно перед началом деятельности распространяются и на об-
ласти Fz, Сz и C4 (рис. 4, II). Передне-височная кора играет важную роль в
обеспечении рабочей памяти [16]. Латеральная префронтальная кора участвует в
организации систем направленного внимания и нисходящего (top–down) когни-
тивного контроля [17–19]. В нашем исследовании активация, опережающая начало
деятельности в передне-височной и вентролатеральной префронтальной коре, мо-
жет отражать процессы, связанные с извлечением инструкции из рабочей памяти,
на основании которой планируются дальнейшие действия.

Различия в мощности альфа-колебаний в центральной области правого полуша-
рия отражает подготовку к более длительной моторной деятельности, приближаю-
щейся по времени к полному циклу нажатий психомоторного теста. Известно, что
изменения в ЭЭГ, связанные с реализацией движений конечностями, наиболее
выражены в полушарии, контралатеральном конечности (в частности, руке), кото-
рой совершается движение [20, 21]. Можно предположить, что подготовка к началу
моторной реакции также осуществляется в контралатеральном полушарии.

Рис. 3. Спектральные характеристики дельта-ритма при разной длительности периода нажатий на
кнопку во время восстановления выполнения психомоторного теста после спонтанного пробуждения.
Обозначения, как на рис. 2.
Fig. 3. The spectral characteristics of the delta-rhythm with different durations of the period the button is pressed
during recovery of the psychomotor test after spontaneous awakening. Designations as in fig. 2.
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Различия в дельта-ритме перед паттернами нажатий разной длительности прак-
тически отсутствуют (рис. 4, III).

Результаты парных сравнений мощностных характеристик ЭЭГ для отведений
ЭЭГ в периоды до нажатий на кнопку приведены на рис. 5. Характеристики альфа-
ритма также могут служить показателем длительности бодрствования в исследуе-
мые периоды пробуждения. Относительно продолжительный период нажатий со-
провождается в целом более высокими амплитудными значениями альфа-ритма
по сравнению с более коротким периодом (рис. 5, I и II). Окончание нажатий и в
том, и в другом случае возвращает величины мощностных показателей альфа-ак-
тивности к тем, которые наблюдались до пробуждения.

Менее выраженные различия между ситуациями с различной длительностью
временных периодов поведенческой активности отмечены в дельта-ритме. При ре-
ализации деятельности во время относительно продолжительного периода нажа-

Рис. 4. Карты-схемы результата парных сравнений спектральных характеристик ЭЭГ, которая предше-
ствует началу нажатий на кнопку: сравниваются ситуации, когда впоследствии будет наблюдаться ма-
лое (от 2 до 5) и большее (от 6 до10) число нажатий. I, II и III – низкочастотный, высокочастотный аль-
фа-ритм и дельта-ритм соответственно; 1–5 – 2-секундные интервалы времени; стрелка – момент на-
чала нажатий; светло-серый, темно-серый и черный цвет отведений – p < 0.1, 0.05 и 0.01
соответственно; знак “прямоугольник с большим зачернением” – мощность больше в случае последу-
ющей ситуации с 2–5-ю нажатиями, “прямоугольник с меньшим зачернением” – мощность больше в
случае последующей ситуации с 6–10-ю нажатиями.
Fig. 4. Map-schemes of the result of pairwise comparisons of the spectral characteristics of the EEG, which pre-
cedes the start of pressing the button: situations when a small number (from 2 to 5) and a larger number (from
6 to 10) of clicks will subsequently be observed. I, II and III – low-frequency, high-frequency alpha rhythm and
delta rhythm, respectively; 1–5 – 2 second time intervals; arrow – the moment of the start of pressing; light gray,
dark gray and black color of assignments – p < 0.1, 0.05 and 0.01 respectively; the sign “rectangle with greater
blackening” – power is greater in the case of a subsequent situation with 2–5 clicks, “rectangle with lower black-
ening” – power is greater in the case of the subsequent situation with 6–10 clicks.
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тий его мощностные характеристики несколько снижаются, а во время короткого
практически не меняются (рис. 5, III). Отметим, что даже небольшое снижение
мощности дельта-ритма в ситуации, когда испытуемый приближался к полному
воспроизведению цикла нажатий психомоторного теста, привело к появлению
значимых различий, наиболее выраженных на 7–10-й с от момента начала нажа-
тий. Сохранение низкочастотной активности, характерной для состояния сна по-
сле пробуждения, т.н. инерция сна описана в литературе [4–7].

Отметим, что термин “инерция сна” принято использовать при исследовании
нарушений деятельности после продолжительного дневного и ночного сна, вклю-
чающего стадию глубокого сна (третья стадия). Деятельность субъекта при этом
изучается не непосредственно после пробуждения, а через какое-то время. В усло-
виях нашего исследования периоды сна, предшествующие спонтанным пробужде-
ниям, были относительно непродолжительными, а сам сон достигал только второй
стадии. Существуют работы, показывающие, что после короткого сна, в котором
отсутствует третья стадия, вместо сонливости наблюдается активация мозга [22].
Учитывая все это, использовать данный термин для объяснения изменений в ЭЭГ
во время наблюдаемых нами явлений не совсем корректно. Однако категорически
отрицать влияние последействия сна на кратковременное пробуждение, психомо-
торную деятельность, осуществляемую в этот период, а впоследствии быстрое за-
сыпание, – не представляется очевидным.

Таким образом, мощность дельта-ритма в определенной мере также может рас-
сматриваться как характеристика длительности кратковременных пробуждений.

Рис. 5. Карты-схемы результата парных сравнений спектральных характеристик ЭЭГ между ситуация-
ми с малым и большим числом нажатий при восстановлении выполнения психомоторного теста после
спонтанных пробуждений. 1–6 – 2-секундные интервалы времени. Остальные обозначения, как на рис. 4.
Fig. 5. Map-schemes of the pairwise comparisons result of the EEG spectral characteristics between situations
with a small and a large number of clicks when restoring the psychomotor test after spontaneous awakenings.
1–6 – 2 second time intervals. Other designations as in fig. 4.
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Отсутствие различий в лобных областях в альфа-ритме на начальном этапе
осуществления психомоторной деятельности разной продолжительности (крат-
ковременной и более длительной, приближающейся к выполнению полного цик-
ла нажатий) свидетельствует, что эти области задействованы в одинаковой степе-
ни независимо от числа нажатий (рис. 6).

Данный результат может служить подтверждением того, что наблюдаемая пси-
хомоторная активность не является автоматической, неосознаваемой, а сопровож-
дается сниженным, фрагментарным сознанием [23, 24]. Мы полагаем, что число
нажатий при выполнении психомоторного теста во время переходных процессов
от сна к деятельности и от деятельности снова ко сну свидетельствует об уровне со-
знания, которое проявляется при этом. Надеемся, что наше исследование дает пи-
щу для размышления и поиска новых экспериментальных парадигм в исследова-
нии сознания и его нейрональных коррелятов.

Рис. 6. Спектральные характеристики низкочастотного и высокочастотного альфа-ритма лобных обла-
стей отведения ЭЭГ при разной длительности периода нажатий на кнопку во время восстановления вы-
полнения психомоторного теста после спонтанного пробуждения. A – F3, B – F4. Остальные обозначе-
ния, как на рис. 2.
Fig. 6. Spectral characteristics of the low-frequency and high-frequency alpha-rhythm of the EEG leads frontal
areas with different durations of the button presses during the restoration of the psychomotor test after sponta-
neous awakening. A – F3, B – F4. Other designations as in fig. 2.
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EEG Characteristics in the Process of Short-Time Spontaneous Wakes of Different
Duration at Changes in Psychomotor Activity Caused by Falling Asleep
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During daytime sleep, the changes in the spectral characteristics of the EEG during re-
covery periods of the psychomotor test with spontaneous short-term awakenings were
studied in 17 healthy subjects. The test contained two successively alternating tasks: the
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“silent” counting from 1 to 10, synchronized with the clicks on the button, and only the
“silent” count. The monotonous nature of the test leads to a rapid decrease in the level
of wakefulness and in most cases causes falling asleep. The appearance of button clicks is
a behavioral indicator of the resumption of cognitive processes inhibited during sleep.
Situations were compared for a small (2–5) and relatively large (6–10) number of button
presses. The onset of button presses is preceded by the appearance of a generalized alpha
rhythm, which decreases during psychomotor activity. At the same time, its power was
always greater in a situation with longer periods of observed behavioral activity. The ces-
sation of the button presses is accompanied with the return of the alpha activity power to
values observed before the awakening. The EEG alpha rhythm at the reduced wakeful-
ness during short-term awakenings apparently characterizes the activation of the thala-
mo-cortical mechanism, and is required for the motor interaction of the body with the
environment. The absence of differences in the frontal areas at the initial stage of per-
forming short-term and longer-term activity (approaching the full cycle of clicks) sug-
gests that during this period they are involved to the same extent, regardless of the num-
ber of clicks. These results indirectly confirm that the observed psychomotor activity,
even with a small number of clicks, is not automatic and unconscious, but is accompa-
nied by a reduced, fragmented consciousness.

Keywords: daytime sleep, psychomotor test, spontaneous awakening, sleep inertia, EEG,
alpha rhythm, consciousness
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Большое количество исследований указывает на роль раннего опыта, в частно-
сти неонатальных инфекций, в формировании высокого уровня тревожности в
последующей жизни. Одним из механизмов таких изменений может быть нару-
шение функциональной активности ионотропных глутаматных рецепторов, свя-
занное с перестройкой их субъединичного состава. Целью данной работы яви-
лось изучение показателей тревожности и уровня экспрессии в медиальной пре-
фронтальной коре, вентральной и дорзальной областях гиппокампа генов
субъединиц NMDA-рецепторов (Grin1, Grin2a, Grin2b) и AMPA-рецепторов (Gria1,
Gria2) у взрослых крыс, которым в раннем возрасте вводили бактериальный липо-
полисахарид (ЛПС) в дозах, индуцирующих развитие нейровоспалительных про-
цессов. Экспрессию генов изучали методом ОТ-ПЦР в реальном времени. Пока-
зано, что введение крысятам-самцам Вистар на 15-е, 18-е и 21-е сутки жизни
ЛПС в дозе 25 или 50 мкг/кг индуцирует усиление экспрессии генов провоспали-
тельных цитокинов: интерлейкина-1β и фактора некроза опухоли в областях
гиппокампа. Через 3 месяца после введений ЛПС выявлено усиление экспрессии
генов Grin2b, Gria1, Gria2 в вентральной области гиппокампа (после инъекций
50 мкг/кг ЛПС) и гена Gria2 в дорзальной области гиппокампа (после введения
25 мкг/кг ЛПС). Эти изменения сопровождаются нарушением исследователь-
ского поведения в тесте Открытое поле и снижением уровня тревожности в При-
поднятом крестообразном лабиринте. Проведенное исследование показало, что
введение бактериального ЛПС в раннем постнатальном онтогенезе, приводит к
отставленным во времени изменениям экспрессии генов субъединиц NMDA- и
AMPA-рецепторов в гиппокампе и связанных с ними форм поведения.

Ключевые слова: раннее развитие, мозг, воспаление, липополисахарид, тревож-
ность, NMDA-рецептор, AMPA-рецептор
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Тревожные расстройства являются наиболее распространенными психически-
ми заболеваниями во всем мире: по данным разных исследований от 3.8 до 33.7%
взрослых людей сталкиваются с подобными проблемами хотя бы единожды в жиз-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ни [1, 2], при этом молекулярные механизмы высокой предрасположенности к раз-
витию тревожных расстройств остаются малоизученными.

Большое количество исследований указывает на роль раннего опыта, в частно-
сти пренатальных и неонатальных стрессов и инфекционных заболеваний, в фор-
мировании высокого уровня тревожности в последующей жизни [3, 4].

Экспериментальной моделью неонатальных инфекционных заболеваний явля-
ется введение животным бактериального липополисахарида (ЛПС, эндотоксина) –
элемента клеточной стенки грамотрицательных бактерий. Связываясь с Toll-like
рецепторами IV типа (TLR4), ЛПС индуцирует в клетках иммунной и нервной си-
стем синтез провоспалительных цитокинов – интерлейкинов (ИЛ)-1β и -6 и фак-
тора некроза опухоли (ФНО) [5], что приводит к развитию продромального син-
дрома, включающего повышение температуры тела, нарушение пищевой и иссле-
довательской мотиваций, подавлению социальной активности, преобладанию
медленноволнового сна, активацию гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой
системы [6]. При введении умеренных доз эндотоксина эти эффекты у взрослых
непродолжительны, однако введение тех же доз ЛПС в раннем онтогенезе может
оказывать долговременное повреждающее действие на функции ЦНС. В частно-
сти, показано, что у потомства крыс, получавших ЛПС во время беременности, и у
крысят, которым вводили ЛПС в первые дни жизни, в подростковом возрасте по-
вышена локомоторная активность [7], развивается депрессивно-подобное и тре-
вожное поведение [8–10], а во взрослом возрасте отмечаются депрессивно-подоб-
ные изменения поведения [10–12].

Предполагается, что одним из факторов возникновения психоэмоциональных
расстройств, связанных с негативными влияниями среды в раннем возрасте, может
быть нарушение формирования NMDA- и AMPA-глутаматных рецепторов в клет-
ках ЦНС [13]. Общепризнанной является роль этих рецепторов в регуляции про-
цессов нейропластичности, обучения и памяти [14–17]. Однако также обсуждается
вовлеченность NMDA- и AMPA-рецепторов в патогенез биполярных расстройств
[18–20], поскольку уровень экспрессии NMDA-рецепторов в гиппокампе коррели-
рует с показателями тревожности [21], а внутригиппокампальное введение их аго-
нистов модулирует уровень тревожности экспериментальных животных [22].

Функциональная активность NMDA- и AMPA-рецепторов напрямую связана с
их субъединичным составом [23–25]. NMDA-рецепторный комплекс представляет
собой гетеротетрамер, состоящий из обязательных GluN1 и вариантных GluN2 (a–d)
либо GluN3 (a, b) субъединиц, благодаря которым обеспечивается большая функ-
циональная и региональная вариативность NMDA-рецепторов [24]. Субъединицы
NMDA-рецепторов кодируются генами Grin1, Grin2a–Grin2d, Grin3a, Grin3b.
AMPA-рецепторы состоят из 4 субъединиц GluA (1–4), чаще это димер димеров из
двух GluA2 и двух других (GluA1, GluA3 либо GluA4) субъединиц [26]. Субъедини-
цы AMPA-рецепторов кодируются генами Gria1–Gria4. GluA2-содержащие рецеп-
торы, в отличие от не содержащих эти субъединицы, непроницаемы для ионов
кальция [27].

Критическим периодом для формирования субъединичного состава NMDA- и
AMPA-рецепторных комплексов в мозге крысы является ранний постнатальный
онтогенез. Созревание рецепторов выражается в изменении их конструкции, про-
цесс имеет разную динамику в различных областях мозга и подтипах нейронов
[28–32]. В гиппокампе крыс существенные возрастные перестройки субъединич-
ного состава NMDA-рецепторов происходят на 2–3-й неделях жизни [33–35]. Они
выражаются, в частности, в усилении продукции GluN2a и, как следствие, увели-
чении доли NMDA-рецепторов, содержащих эту субъединицу. Примерно в те же
сроки происходит дозревание AMPA-рецепторов нейронов коры [36, 37]. Незрелые
синапсы содержат кальций-проницаемые AMPA-рецепторы, которые по мере со-
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зревания мозга заменяются на содержащие GluA2 кальций-непроницаемые рецеп-
торы [38]. Данные о влиянии неонатальных инфекций на формирование субъеди-
ничного состава NMDA- и AMPA-рецепторов в критический период их созревания
немногочисленны и разрозненны.

В данной работе исследованы показатели тревожности и уровень экспрессии
генов субъединиц NMDA- и AMPA-рецепторов в клетках мозга, наблюдаемые у
взрослых крыс, которым вводили бактериальный ЛПС в течение 3-й недели жиз-
ни – периода активного формирования субъединичного состава NMDA- и
AMPA-рецепторов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект, схема эксперимента
Работа выполнена на крысятах Вистар с соблюдением принципов гуманности

(Директивы Европейского Сообщества № 86/609 ЕС), одобренных Локальным
этическим комитетом ФГБНУ “ИЭМ”. Разведение животных производили в усло-
виях вивария Института, поскольку стресс, связанный с перевозкой беременных
самок, мог существенно повлиять на поведение потомства. Крысята содержались
со своими матерями до возраста 30 дней, после чего их отсаживали и содержали в
стандартных условиях. Всего в работе использовано 73 крысы из 18 пометов (31 в
поведенческих и 42 в биохимических экспериментах). Количество крысят в поме-
тах выравнивали (по 8–9 животных). Крысят-самок при необходимости оставляли
в помете, но в работе не использовали. Крысят-самцов из каждого помета делили
на 3 группы: животные двух групп получали внутрибрюшинные введения ЛПС в
умеренно пирогенных дозах 25 или 50 мкг/кг в 15-й, 18-й и 21-й дни жизни, крыся-
там контрольной группы производили внутрибрюшинное введение эквивалентно-
го объема апирогенного физиологического раствора в те же сроки. Выбранная доза
ЛПС является умеренно пирогенной, поскольку вызывает повышение температуры
тела на 0.6–1.9°С у большинства животных через 2–4 ч после введения, что было
определено в предварительных экспериментах. ЛПС вводили троекратно с целью
моделирования частых детских инфекций. Во время введений крысят разлучали с
матерью не более чем на 15 с. Схема эксперимента представлена на рис. 1.

Для характеристики использованной экспериментальной модели, в частности, для
доказательства способности использованных доз ЛПС запускать воспалительные
процессы в мозге, часть экспериментальных и контрольных животных декапитиро-
вали через 2 ч после последней инъекции с последующим анализом экспрессии в
клетках мозга генов провоспалительных цитокинов: ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНО.

Изучение отдаленного влияния введений ЛПС в течение 3-й недели жизни на
экспрессию генов субъединиц NMDA- и AMPA-рецепторов и глутамат-зависимые
формы поведения проводили на отдельных группах экспериментальных и кон-
трольных животных в возрасте 3–3.5 месяцев.

Поведенческое тестирование
Открытое поле

Оценку ориентировочно-исследовательского поведения, локомоторной актив-
ности и уровня тревожности крыс проводили в тесте Открытое поле, представляю-
щем собой круглую арену диаметром 100 см с бортами высотой 40 см и двойным
дном, в котором имеется 16 отверстий диаметром 3.5 см и глубиной 1 см – “норок”.
Тестирование проводилось однократно в течение 3 мин. Эксперимент проводили в
промежуток времени с 18 до 22 ч при освещенности поля 25 лк. Арену после каж-
дой крысы протирали 0.6%-ным раствором перекиси водорода для удаления запа-
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хов, затем водой для удаления перекиси, после чего вытирали насухо. О поведении
животных судили по длительности проявления поведенческих паттернов исследо-
вательского поведения (стойки с упором, исследование норок), тревожности (вер-
тикальные стойки без упора, груминг), локомоторной активности (локомоция,
движения на месте).

Приподнятый крестообразный лабиринт
Оценку тревожности и исследовательского поведения животных проводили так-

же в Приподнятом крестообразном лабиринте, который состоял из двух открытых
и двух закрытых, расположенных перпендикулярно друг другу рукавов длиной по
50 см, шириной 10 см. Высота стенок двух закрытых рукавов составляла 40 см, вы-
сота установки от пола – 60 см. Тестирование проводилось однократно в течение
5 мин при освещенности открытых рукавов 25 лк через 5 мин после тестирования в
Открытом поле. О тревожности крыс судили по суммарному времени, проведенно-
му в открытых рукавах, об исследовательской активности – по суммарной длитель-
ности выглядываний из закрытых рукавов.

Подсчет длительности поведенческих актов в обоих тестах производили в режиме
реального времени с использованием этологической программы Field 4, разрабо-
танной в Физиологическом отделе им. И.П. Павлова Института эксперименталь-
ной медицины.

Оценка уровня экспрессии генов
Об уровне экспрессии генов судили по содержанию мРНК гена интереса отно-

сительно количества мРНК референсного гена внутреннего хозяйства Gapdh. Жи-
вотных в возрасте 3–3.5 месяцев декапитировали, извлекали мозг, немедленно его
замораживали в жидком азоте и хранили при –70°С до проведения биохимических
исследований.

Рис. 1. Схема эксперимента. Бактериальный ЛПС вводили крысам на 15-е, 18-е и 21-е сутки. Экспрес-
сию генов провоспалительных цитокинов изучали в медиальной префронтальной коре (мПФК), дор-
зальном и вентральном гиппокампе (ДГ, ВГ) через 2 ч после последней инъекции. В возрасте 3–3.5 ме-
сяцев уровень исследовательского и тревожного поведения был оценен в Открытом поле и Приподня-
том крестообразном лабиринте. Экспрессию генов субъединиц NMDA- и AMPA- рецепторов
определяли в том же возрасте в mPFC, DH, и VH в отдельной группе животных.
Fig. 1. Schematic outline of study. Rat pups received LPS injections on P15, P18 and P21. Expression of pro-in-
flammatory genes in the medial prefrontal cortex (mPFC), dorsal and ventral hippocampus (DH, VH) was stud-
ied 2 h post-injection. At the age of 3–3.5 m.o., the levels of exploratory and anxiety-like behaviors were assessed
in the Open field and Elevated plus maze. Gene expression levels of NMDA- and AMPA- receptor subunits in the
mPFC, DH, and VH were analyzed at the same age in a separate cohort of animals.
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Производили выделение тотальной РНК из изучаемых структур мозга, реакцию об-

ратной транскрипции с последующей полимеразной цепной реакцией (ОТ-ПЦР) в

режиме реального времени.

Выделение РНК
Извлечение медиальной префронтальной области коры (мПФК) и дорзальной и

вентральной областей гиппокампа (ДГ, ВГ) из замороженного мозга осуществляли

на срезах, производимых с помощью микротома-криостата Thermo Scientific

MICROM HM 525 при –20°С, согласно схеме, основанной на “Атласе мозга крысы

в стереотаксических координатах” [39] – соответственно, ростральная и каудаль-

ная границы выделения относительно брегмы для мПФК: от 4.20 до 2.52 мм; для

ДГ: от –2.64 до –5.28 мм; для ВГ: от –4.56 до –5.28 мм.

Выделение тотальной РНК из структур мозга проводили методом одношаговой

кислой гуанидин-изотиоцианат-фенол-хлороформной экстракции согласно про-

токолу, прилагаемому к TRI-реагенту. Немедленно после извлечения структуры

мозга помещали в тризол (TRI Reagent®; Molecular Research Center, Inc., США) и

гомогенизировали. Затем к полученному раствору добавляли хлороформ. Через

10 мин после интенсивного минутного перемешивания раствор центрифугировали

при 12000 g в течение получаса, а полученную в результате центрифугирования

верхнюю водную фазу, содержащую РНК, отбирали в отдельную пробирку и остав-

ляли на 12–15 ч с эквивалентным объемом изопропилового спирта при +4°С. За-

тем данный раствор центрифугировали при 12000 g в течение 15 мин, а полученный

осадок РНК помещали в 70%-ный раствор этанола для хранения при –20°С до про-

ведения реакции обратной транскрипции – получения кодирующей ДНК (кДНК) на

матрице РНК.

ОТ-ПЦР
Высушенные осадки РНК растворяли в обработанной диэтилпирокарбонатом

деионизированной воде. Концентрацию РНК измеряли с помощью спектрофото-

метра Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc., США) по оптической плотно-

сти на длине волны 260 нм. Для проведения обратной транскрипции брали 1 мкг

РНК каждого образца. Отжиг oligo-dT праймеров на РНК производили при +70°С

в течение 5 мин. После краткого охлаждения и центрифугирования в пробы добав-

ляли реакционную смесь, содержащую буфер для обратной транскриптазы, нук-

леотиды, ингибитор РНКаз, обратную транскриптазу M-MLV в количествах со-

гласно протоколу, прилагаемому к обратной транскриптазе M-MLV (Promega,

Fitchburg, США). Пробы помещали на 70 мин в амплификатор C1000 Touch™ Ther-

mal Cycler (Bio-Rad Laboratories, США) для проведения реакции синтеза кДНК на

матрице РНК при температуре +42°С. После остановки реакции в течение 10 мин

при +65°С полученные пробы кДНК хранили при –20°С до проведения полиме-

разной цепной реакции в режиме реального времени.

Для проведения ПЦР по технологии TaqMan к 1 мкл кДНК образцов добавляли

реакционную смесь, содержащую Taq-буфер, раствор MgCl2, нуклеотиды, прямой

и обратный праймеры, зонд, Taq-полимеразу в количествах согласно протоколу,

прилагаемому к TaqM-полимеразе (ООО Алкор-Био, Санкт-Петербург, Россия).

Амплификацию проводили в термоциклере C1000 Touch™ ThermalCycler с оптико-

реакционным модулем CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad

Laboratories, США) по следующей программе: “горячий старт” – +95°С, 300 с; де-

натурация – +95°С, 5 с, отжиг праймеров и элонгация с регистрацией флуоресцен-

ции – +60°С, 10 с (50 циклов). Анализ каждой пробы проводили в двух параллелях.
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Использовали отрицательный контроль без добавления матрицы, а также отрица-

тельный контроль обратной транскрипции (образцы РНК, к которым не добавля-

ли ревертазу в реакционную смесь для ОТ). Нуклеотидные последовательности

праймеров и зондов представлены в табл. 1.

Анализ кривых амплификации производили в программе Bio-Rad CFX Manag-

er™ 2.1 (Bio-Rad Laboratories, США) методом пороговой линии. Эффективность

праймеров в мультиплексных ПЦР была проверена в отдельных экспериментах.

Определение относительного количества мРНК в исследуемых образцах производи-

ли 2-ΔΔCt -методом относительно уровня мРНК гена домашнего хозяйства Gapdh [45] и

усредненных значений контрольной группы.

Статистический анализ
Для статистической обработки данных использовали программы Microsoft Excel

(Microsoft Corp., США), SPSS Statistics 20 (IBM Corp., США) и GraphPad Prism 8

(GraphPad Software, Inc., США). Нормальность распределения выборочных дан-

ных проверяли с применением критерия Колмогорова–Смирнова. Поскольку

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов
Table 1.  Nucleotide sequences of primers and probes used for qRT-PCR analysis

Ген
(GeneBank)

кодируемый белок
Gene

(GeneBank)
encoded protein

Нуклеотидные последовательности (5' → 3'):
прямой праймер, обратный праймер, зонд

Nucleotide sequences (5' → 3'):
forward primer, reverse primer, probe

Ссылка 
Ref.

Gapdh
(NM_017008)

TGCACCACCAACTGCTTAG
GGATGCAGGGATGATGTTC
HEX-ATCACGCCACAGCTTTCCAGAGGG-BHQ-1

[40]

IL1beta
(NM_031512)
ИЛ-1β (Il-1β)

CACCTCTCAAGCAGAGCACAG
GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC
FAM-TGTCCCGACCATTGCTGTTTCCTAGG-BHQ-1

[41]

IL6
(NM_012589)
ИЛ-6 (Il-6)

CAAGACCATCCAACTCATCTTG
CACAGTGAGGAATGTCCACAAAAC
FAM-TCGGCAAACCTAGTGTGCTATGCCTAAGCA-
BHQ-1

[41]

Tnf
(NM_012675)
ФНО (TNF)

CCAGGTTCTCTTCAAGGGACAA
CTCCTGGTATGAAATGGCAAATC
FAM-CCCGACTATGTGCTCCTCACCCACA-BHQ-1

[41]

Grin1
(NM_012573)
GluN1

GTTCTTCCGCTCAGGCTTTG
AGGGAAACGTTCTGCTTCCA
FAM-CGGCATGCGCAAGGACAGCC-BHQ-1

[42]

Grin2a
(NM_012573)
GluN2a

GCTACACACCCTGCACCAATT
CACCTGGTAACCTTCCTCAGTGA
FAM-TGGTCAATGTGACTTGGGATGGCAA-BHQ-1

[43]

Grin2b
(NM_012574)
GluN2b

CCCAACATGCTCTCTCCCTTAA
CAGCTAGTCGGCTCTCTTGGTT
FAM-AGACGCCAAACCTCTAGGCGGACAG-BHQ-1

[43]

Gria1
(NM_031608)
GluA1

TCAGAACGCCTCAACGCC
TGTAGTGGTACCCGATGCCA
ROX-TCCTGGGCCAGATCGTGAAGCTAGAAAA-BHQ-2

[44]

Gria2
(NM_017261)
GluA2

CAGTGCATTTCGGGTAGGGA
TGCGAAACTGTTGGCTACCT
FAM-TCGGAGTTCAGACTGACACCCCA-BHQ-1

[44]
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многие из исследованных показателей не имели нормального распределения, для

сравнения групп использовали H-критерий Краскела–Уоллиса с апостериорным

попарным сравнением критерием Данна. Различия считали достоверными при p < 0.05.

На графиках представлены медианы и интерквартильный интервал.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Введение ЛПС в раннем возрасте повышает уровень экспрессии
провоспалительных генов в гиппокампе

В результате проведенного исследования было выявлено повышение уровня

экспрессии гена интерлейкина-1β IL1beta в дорзальной и вентральной областях

гиппокампа крысят через 2 ч после заключительной инъекции ЛПС на 21-й день

постнатального развития по сравнению с контрольными животными, получавши-

ми физиологический раствор, при этом в дорзальном отделе гиппокампа статисти-

чески значимое повышение данного показателя также обнаружено при введении бо-

лее низкой дозы ЛПС 25 мкг/кг (физ.р-р–ЛПС25 p = 0.03, физ.р-р–ЛПС50 p = 0.09,

попарное сравнение критерием Данна; рис. 2(B)), а в вентральном – при введении

более высокой дозы ЛПС 50 мкг/кг (физ.р-р–ЛПС25 p = 0.13, физ.р-р–ЛПС50 p < 0.01,

попарное сравнение критерием Данна; (рис. 2C). В медиальной префронтальной

коре данный показатель не изменяется при введении обеих доз ЛПС по сравнению

с животными контрольной группы (p > 0.05, критерий Краскела–Уоллиса; рис. 2A).

Уровень экспрессии гена интерлейкина-6 IL6 достоверно не изменялся через 2 ч

после введений ЛПС ни в мПФК, ни в областях гиппокампа (p > 0.05, критерий

Краскела–Уоллиса; (рис. 2D–F).

Повышенный уровень экспрессии гена фактора некроза опухоли Tnf по сравне-

нию с контрольной группой был выявлен в дорзальном гиппокампе животных че-

рез 2 ч после инъекции 50, но не 25 мкг/кг ЛПС (физ.р-р–ЛПС25 p = 0.51, физ.р-

р–ЛПС50 p = 0.03, попарное сравнение критерием Данна; рис. 2(H)), при этом в

ВГ количество мРНК данного гена не отличалось от контроля после введения обе-

их доз ЛПС (p > 0.05, критерий Краскела–Уоллиса; рис. 2(I)). В мПФК наблюдае-

мое увеличение продукции мРНК Tnf после введения ЛПС не достигало уровня стати-

стической значимости (H = 5.7, p = 0.051, критерий Краскела–Уоллиса; (рис. 2G).

Введение ЛПС в раннем возрасте приводит к отдаленным нарушениям 
ориентировочно-исследовательского поведения

Тестирование животных в Открытом поле выявило снижение исследователь-

ской активности взрослых животных, получавших ЛПС в течение 3-й недели, по

сравнению с животными контрольной группы, которое выражалось в сниженной

суммарной длительности стоек с упором (H = 6.10; p = 0.047; попарное сравнение

критерием Данна –физ.р-р–ЛПС25, p = 0.04; (рис. 3A)). Такая же тенденция была

по показателю общего числа стоек с упором, но различия не достигали статистиче-

ской значимости (H = 5.75; p = 0.057). По другим показателям исследовательского

поведения: общей длительности обследования норок в Открытом поле и времени

выглядывания из закрытых рукавов Приподнятого крестообразного лабиринта –

различий между группами не выявлено (соответственно, H = 2.9, p = 0.23 и H = 2.9,

p = 0.24, критерий Краскела–Уоллиса; (рис. 3C, D)).

Тревожность взрослых животных, получавших в раннем периоде постнатально-

го онтогенеза ЛПС, была ниже, чем у контрольных крыс, что выразилось в увели-

чении времени пребывания в открытых рукавах Приподнятого крестообразного

лабиринта (H = 12.87; p = 0.002, физ.р-р–ЛПС50 p = 0.004, попарное сравнение

критерием Данна; (рис. 3F). Увеличение времени груминга у животных, получав-
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ших ЛПС, не достигало уровня статистической значимости (H = 4.3, p = 0.12, кри-

терий Краскела–Уоллиса; (рис. 3E)).

Длительность локомоторной активности была пониженной у крыс с введением

25 мкг/кг ЛПС (H = 7.20; p = 0.028; физ.р-р–ЛПС25, p = 0.051, попарное сравнение

Рис. 2. Увеличение уровня экспрессии генов провоспалительных цитокинов в гиппокампе после введе-

ния ЛПС в раннем возрасте. Н – достоверные различия между группами по критерию Краскела–Уол-

лиса; * – p < 0.05, ** – p < 0.01 по сравнению с контрольной группой, апостериорный критерий Данна.

n = 4–8. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного интервала.

Fig. 2. Neonatal LPS administration elevates gene expression of pro-inflammatory cytokines in the hippocam-

pus. In the mPFC, early-life LPS treatment did not change mRNA levels of (A) IL1beta gene 2 h post treatment

(p > 0.05), while its expression increased in (B) dorsal and (C) ventral areas of the hippocampus compared to vehi-

cle-treated control. (D–F) Expression of IL6 mRNA did not differ between the groups in the studied brain areas.

(G) Observable LPS-induced elevation of Tnf expression was not statistically significant (p = 0.50). TNF mRNA

was elevated in the (H) dorsal, but not (I) ventral hippocampus (p > 0.05) of LPS-treated animals in comparison

with control rats. Н – significant differences between groups by Kruskal — Wallis test; *p < 0.05, **p < 0.01 versus con-

trol, Dunn’s post hoc test. n = 4–8. Data presented as Median and Interquartile range.
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критерием Данна; (рис. 3G)). По показателю движения на месте животные трех

групп достоверно не различались (H = 5.4, p = 0.07, критерий Краскела–Уоллиса;

(рис. 3H)). Поскольку явных качественных нарушений двигательных функций у

экспериментальных крыс не отмечалось, можно предположить, что снижение ло-

комоции в новом пространстве было связано с пониженной исследовательской

мотивацией.

Таким образом, введение ЛПС в течение третьей недели жизни, приводило к

умеренным нарушениям исследовательского поведения и снижению уровня тре-

вожности экспериментальных животных.

Введение ЛПС в раннем возрасте вызывает отдаленные изменения уровня экспрессии 
генов субъединиц NMDA-и AMPA-рецепторов в гиппокампе

В результате ПЦР-анализа количества мРНК генов субъединиц глутаматных

NMDA-рецепторов Grin1, Grin2a, Grin2b, а также отношения Grin2a/Grin2b не было

выявлено различий в мПФК и ДГ между контрольной группой и группами живот-

ных, получавших в раннем возрасте ЛПС в обеих дозах (критерий Краскела–Уол-

лиса, мПФК: Grin1 H = 2.6, p = 0.28; (рис. 4A); Grin2a H = 0.8, p = 0.68; (рис. 4D);

Grin2b H = 0.7, p = 0.73; (рис. 4G); Grin2a/Grin2b H = 2.2, p = 0.34; (рис. 4J); ДГ:

Grin1 H < 0.1, p = 0.96; (рис. 4B); Grin2a H = 2.3, p = 0.34; (рис. 4E); Grin2b H = 2.3,

p = 0.34; (рис. 4H); Grin2a/Grin2b H = 3.2, p = 0.21; (рис. 4K)).

В вентральной области гиппокампа также не было выявлено различий между

группами по уровню экспрессии генов GluN1- и GluN2a-субъединиц (критерий

Краскела–Уоллиса, Grin1 H = 3.4, p = 0.18; (рис. 4C); Grin2a H = 1.2, p = 0.57;

(рис. 4F)). При этом выявлено повышение уровня продукции мРНК GluN2b-субъ-

единицы в ВГ взрослых животных, получавших в течение 3-й недели ЛПС в дозе

50 мкг/кг, по сравнению с контрольной группой (физ.р-р–ЛПС25 p = 0.64, физ.р-р–

ЛПС50 p < 0.01, попарное сравнение критерием Данна; (рис. 4I)), а также снижение

отношения количества мРНК генов Grin2a/Grin2b в вентральном гиппокампе та-

ких животных в сравнении с контролем (физ.р-р–ЛПС25 p = 0.12, физ.р-р–ЛПС50

p < 0.01, попарное сравнение критерием Данна; (рис. 4L)).

Уровень экспрессии гена GluA1-субъединицы AMPA-рецепторов не различает-

ся у взрослых животных трех групп в мПФК (H = 3.2, p = 0.21, критерий Краскела–

Уоллиса; (рис. 5A)) и повышен в дорзальной и вентральной областях гиппокампа,

причем уровня статистической значимости описываемые различия достигают по-

сле введения ЛПС в дозе 25 мкг/кг для дорзальной области (физ.р-р–ЛПС25 p < 0.01,

физ.р-р–ЛПС50 p = 0.08, попарное сравнение критерием Данна; (рис. 5B)) и

Рис. 3. Отдаленные изменения ориентировочно-исследовательского поведения животных в результате

введения ЛПС в раннем возрасте. Н – достоверные различия между группами по критерию Краскела–

Уоллиса; * – p < 0.05, ** – p < 0.01 по сравнению с контрольной группой, апостериорный критерий Дан-

на. n = 6–14. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного интервала.

Fig. 3. Adult animals treated with LPS during early postnatal period display aberrant exploratory and anxiety-like

behaviors. Early-life LPS administration on P15, P18, P21 led to a (A) decreased total duration of climbing in the

Open field (OF) compared to control, while no differences in (B) total number of climbing (OF), (C) duration of

hole exploration (OF), (D) total duration of peeping out in the Elevated plus maze (EPM) were observed between

the groups. (E) total duration of grooming (OF) increased in LPS-treated groups statistically insignificant, while

(F) total time spent in the open arms of EPM increased after LPS 50 μg/kg compared with control. (G) While an-

imals treated with 25 μg/kg LPS were less horizontally active in comparison with control rats, (H) no differences

of total time of movement on place were observed. Н – significant differences between groups by Kruskal–Wallis

test; *p < 0.05, **p < 0.01 versus control, Dunn’s post hoc test. n = 6–14. Data presented as Median and Inter-

quartile range.
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Рис. 4. Изменения уровня экспрессии генов субъединиц NMDA-рецепторов в мозге взрослых крыс в

результате введения ЛПС в раннем возрасте. Н – достоверные различия между группами по критерию

Краскела–Уоллиса; ** – p < 0.01 по сравнению с контрольной группой, апостериорный критерий Дан-

на. n = 5–9. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного интервала.

Fig. 4. Early postnatal LPS administration affects mRNA expression of genes encoding NMDA receptor subunits

in the brain of adult rats. In the mPFC and DH of 3.5 m.o. animals, no effects of LPS injections on P15, P18, P21

compared to control were found regarding mRNA expression of NMDA receptor subunit genes (A, B) Grin1 (en-

codes GluN1 subunit), (D, E) Grin2a (encodes GluN2a subunit), (G, H) Grin2b (encodes GluN2b subunit), as

well as (J, K) ratio of Grin2a/Grin2b mRNA expression (p > .05). mRNA expression levels of (C) Grin1 and (F)

Grin2a in the VH also did not differ between LPS- and vehicle-treated groups (p > 0.05), whereas (I) Grin2b ex-

pression was upregulated and (L) Grin2a/Grin2b ratio decreased in the VH of adult rats that have been injected

with 50 μg/kg LPS during early development. Н – significant differences between groups by Kruskal–Wallis test;

*p < 0.05, **p < 0.01 versus control, Dunn’s post hoc test. n = 5–9. Data presented as Median and Interquartile

range.
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50 мкг/кг – для вентральной (физ.р-р–ЛПС25 p = 0.83, физ.р-р–ЛПС50 p < 0.01,

попарное сравнение критерием Данна; (рис. 5C)).

В вентральной области гиппокампа также выявлено более высокое содержание

мРНК GluA2-субъединицы AMPA-рецептора после введений ЛПС в дозе 50 мкг/кг

в сравнении с контрольными животными (физ.р-р–ЛПС25 p = 0.80, физ.р-р–

ЛПС50 p = 0.03, попарное сравнение критерием Данна; (рис. 5F)). Различий по

уровню экспрессии гена Gria2 в мПФК и ДГ взрослых животных трех групп не вы-

явлено (соответственно H = 4.8, p = 0.09; H = 4.2, p = 0.12, критерий Краскела–Уо-

ллиса; (рис. 5D, E)).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенное исследование выявило отсроченные нарушения исследователь-

ского поведения, снижение уровня тревожности и изменение экспрессии генов

субъединиц ионотропных глутаматных рецепторов в гиппокампе крыс после вве-

дения в раннем постнатальном периоде бактериального ЛПС в дозах, индуцирую-

Рис. 5. Изменения уровня экспрессии генов субъединиц AMPA-рецепторов в мозге взрослых крыс в ре-

зультате введения ЛПС в раннем возрасте. Н – достоверные различия между группами по критерию

Краскела–Уоллиса; * – p < 0.05, ** – p < 0.01 по сравнению с контрольной группой, апостериорный

критерий Данна. n = 5–8. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного интервала.

Fig. 5. mRNA expression of genes encoding AMPA receptor subunits in the brain of adult rats is violated by

early postnatal LPS administration. Expression of genes (A) Gria1 (encodes GluA1 subunit) and (D) Gria2
(encodes GluA2 subunit) in the mPFC of LPS- and vehicle-treated animals was found to be equal among the

groups (p > 0.05). In the DH of adult rats, (B) expression of Gria1 is upregulated by neonatal LPS 25 μg/kg injec-

tions compared to control, while (E) Gria2 mRNA expression was not changed (p > 0.05). Administration of

50 μg/kg LPS on P15, P18, P21 led to increased mRNA levels of (C) Gria1 and (F) Gria2 genes in the VH of adult

animals. Н – significant differences between groups by Kruskal — Wallis test; *p < 0.05, **p < 0.01 versus control,

Dunn’s post hoc test. n = 5–8. Data presented as Median and Interquartile range.
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щих развитие воспалительных реакций (повышенный синтез провоспалительных

цитокинов) в мозге.

Наиболее близким аналогом нашей работы являются исследования Е.-М. Harré

с соавт. [46], исследовавшими особенности экспрессии генов субъединиц NMDA-

рецепторов у крыс, которым однократно вводили бактериальный ЛПС в различ-

ные периоды раннего постнатального онтогенеза. Отличия проведенного нами ис-

следования заключались в том, что кроме субъединиц NMDA-рецепторов были ис-

следованы изменения экспрессии генов субъединиц AMPA-рецепторов, ЛПС вво-

дили курсом, а для однократных введений были использованы более низкие дозы

ЛПС (25 и 50 мкг/кг против 100 мкг/кг, использованных Е.-М. Harré с соавт.). Кроме

того, в нашей работе был проведен дифференциальный анализ изменений, происхо-

дящих в вентральной и дорзальной областях гиппокампа. Последнее было важно в

связи с появлением в последние годы исследований, доказывающих различную

функциональную роль вентральной и дорзальной областей гиппокампа [47–49].

Проведенные нами исследования показали, что курсовое введение ЛПС в течение

3-й недели жизни усиливает экспрессию гена GluN2b-субъединицы NMDA-рецеп-

тора, а также приводит к уменьшению соотношения мРНК GluN2a/2b в вентраль-

ном, но не дорзальном гиппокампе и не в медиальной префронтальной коре. Этот

результат согласуется с данными, полученными Е.-М. Harré с соавт., выявившими

увеличение продукции мРНК GluN2b в клетках гиппокампа крыс после введения им

ЛПС на 14-е сутки жизни [46]. В отличие от названных авторов мы не выявили уси-

ления экспрессии гена GluN2b-субъединицы во фронтальной коре и не обнаружили

усиления экспрессии гена GluN2a-субъединицы в гиппокампе, что может быть свя-

зано с более низкой дозой ЛПС, использованной в наших экспериментах.

Экспрессия генов субъединиц AMPA-рецепторов глутамата в работе Е.-М. Harré

с соавт. не изучалась, однако она была исследована М.А. Galic с соавт. в другой

экспериментальной модели – после интрацеребровентрикулярного введения на

14-й день жизни PolyI:C (синтетическая молекула, введение которой моделирует

вирусную инфекцию). Во взрослом возрасте у данных экспериментальных крыс

отмечалось усиление экспрессии гена GluA1-субъединицы в гиппокампе [50], что

соответствует результатам, полученным нами на модели с введением бактериального

ЛПС. Кроме того, мы выявили усиление продукции мРНК GluA2-субъединицы в

вентральном гиппокампе, что не отмечалось в модели с введением PolyI:C [50].

Обращает на себя внимание, что наиболее выраженные изменения экспрессии ге-

нов как провоспалительных цитокинов, так и субъединиц ионотропных рецепторов

глутамата выявлены нами в гиппокампе, но не в медиальной префронтальной коре.

Большая чувствительность нейронов гиппокампа по сравнению с нейронами меди-

альной префронтальной коры к системному введению ЛПС была продемонстриро-

вана в электрофизиологических исследованиях [51]. Было показано, что системное

введение ЛПС приводит к появлению спайк-волновых разрядов в гиппокампе, но не

в коре. Некоторые авторы предполагают селективную повышенную чувствитель-

ность гиппокампа к действию провоспалительных агентов [47]. Возможно, это связа-

но с высокой плотностью в клетках гиппокампа рецепторов провоспалительного ци-

токина интерлейкина-1 [52], опосредующего центральные эффекты ЛПС.

В нашем исследовании у взрослых крыс, которым вводили ЛПС в течение 3-й не-

дели жизни, более выраженные изменения экспрессии генов субъединиц NMDA-

и AMPA-рецепторов обнаружены в вентральном (по сравнению с дорзальным)

гиппокампе. Поскольку вентральный гиппокамп играет важную роль в регуляции

эмоционального поведения, в частности, уровня тревожности [47], в связи с полу-

ченными результатами представлялось актуальным оценить влияние неонаталь-

ных введений ЛПС на тревожное поведение взрослых животных.
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Было показано, что курсовое введение ЛПС в течение 3-й недели жизни приво-

дит к незначительному снижению исследовательского поведения в Открытом поле

и уменьшению уровня тревожности в Приподнятом крестообразном лабиринте.

Влияние неонатальных инъекций ЛПС на данные формы поведения ранее были

оценены в ряде работ. Большинство исследователей осуществляли инъекции ЛПС в

первые дни жизни экспериментальных животных. Повышение тревожности, в том

числе в Приподнятом крестообразном лабиринте, было показано у крыс-подрост-

ков, получавших инъекции ЛПС в дозе 50 мкг/кг на 5-е и 7-е сутки жизни [53]. Также

высокий уровень тревожности выявлен у взрослых крыс, которым вводили 25 мкг/кг

ЛПС в первый день жизни [54] либо 50 мкг/кг на 3-й и 5-й день жизни [55]. Однако

другие авторы в тех же моделях (введение 50 мкг/кг ЛПС на 3-е и 5-е сутки жизни)

отмечают пониженную тревожность у подростков [56] и взрослых животных [57].

Работ, в которых ЛПС вводился бы в течение 3-й недели жизни, значительно

меньше. V.M. Doenni с соавт. было показано, что инъекции ЛПС в дозе 100 мкг/кг на

14-й день жизни приводят к нарушению угасания страха в ответ на условный стимул у

взрослых обученных животных, при этом поведение в Приподнятом крестообразном

лабиринте не нарушается [58]. S.J. Spencer с соавт. в аналогичной экспериментальной

парадигме не обнаружили изменения уровня тревожности, хотя показали нарушение

исследовательского поведения [59]. Возможно, влияние неонатальных инъекций ЛПС

на уровень тревожности зависит от дозы эндотоксина и сроков его введения.

Снижение уровня тревожности, выявленное нами, может быть связано с обна-

руженными изменениями экспрессии генов NMDA-рецепторов в вентральном

гиппокампе. Вовлеченность данных рецепторов в регуляцию тревожного поведе-

ния ранее была показана в нескольких фармакологических исследованиях. Так,

было выявлено, что введение самого N-метил-D-аспартата в вентральный гиппо-

камп увеличивало время пребывания в открытых рукавах Приподнятого крестооб-

разного лабиринта, что свидетельствует о снижении тревожности [60]. Кроме того,

инъекции в ту же зону мозга антагониста NMDA-рецепторов D-AP5 отменяло анк-

сиолитические эффекты морфина [61].

В целом, проведенное нами исследование показало, что введение бактериально-

го ЛПС в период активного формирования NMDA- и AMPA-глутаматных рецепто-

ров, приводит к отставленным во времени изменениям экспрессии генов субъеди-

ниц этих рецепторов и связанных с ними форм поведения.
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Behavioral Alterations of Adult Rats Evoked by Neonatal Lps Injections Are Associated 
with Changes of Ionotropic Glutamate Receptors Gene Expression in the Brain

A. N. Trofimova, *, A. Yu. Rotova, b, E. A. Veniaminovaa, K. Fomalonta,
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A large number of studies indicate the role of early-life experience, in particular neonatal

infections, in the formation of a high level of anxiety later in life. Changes in NMDA and

AMPA glutamate receptor subunit composition that result in the violation of receptor

functional activity may comprise the mechanism behind the behavioral impairments.

Our work aimed to investigate exploratory and anxiety-like forms of behavior of adult

rats that were treated with lipopolysaccharide (LPS) during the 3rd week of postnatal de-

velopment at neuroinflammation-inducing doses. Levels of gene expression of NMDA

receptor subunits (Grin1, Grin2a, Grin2b) and AMPA receptor subunits (Gria1, Gria2) in

the medial prefrontal cortex, ventral and dorsal areas of the hippocampus were assessed

by qRT-PCR. Our study on Wistar male rats revealed that the administration of LPS at

doses of 25 and 50 μg/kg on P15, P18, P21 increased the expression of proinflammatory

cytokine mRNA (interleukin-1β and tumor necrosis factor) in the hippocampus 2 h post

treatment. Elevated expression of Grin2b, Gria1, Gria2 genes in the ventral hippocampus

was observed 3 months after the administration of 50 μg/kg LPS compared with saline-

treated control rats. Gria2 gene expression was found to be increased in the dorsal hip-

pocampus 3 months after 25 μg/kg LPS injections in comparison with the controls.

These changes were accompanied by impaired exploratory behavior of adult LPS-treat-

ed rats in the Open field test and a decreased level of anxiety in the Elevated plus maze.

Taken together, our results substantiate early-life inflammation as a cause of prolonged

changes in the hippocampal expression of genes of NMDA and AMPA receptor subunits

and have an impact on related forms of behavior.

Keywords: early development, brain, inflammation, lipopolysaccharide, anxiety, NMDA

receptor, AMPA receptor
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Выявлено и подтверждено наличие у мышей линии BALB/c специфических осо-
бенностей поведения, которые можно рассматривать как расстройства аутисти-
ческого спектра (РАС): низкий уровень взаимодействия с социально значимыми
стимулами и даже избегание этого взаимодействия, нарушение распознавания и,
особенно, узнавания запахов, усиление тревожного и стереотипного поведения.
Мыши линии BALB/c могут служить в качестве экспериментальной идиопати-
ческой модели РАС для изучения патогенеза заболевания и его фенотипических
проявлений, а также для оценки возможных средств коррекции РАС.

Ключевые слова: мыши линии BALB/c, расстройства аутистического спектра, со-
циальный дефицит, стереотипия, нарушения обоняния, тревожность

DOI: 10.31857/S0869813920020053

Расстройства аутистического спектра (РАС) – психические заболевания, возни-
кающие в результате нарушений развития головного мозга, характеризующиеся
высокой наследуемостью при значительной как генетической, так и клинической
гетерогенности. Основными критериями РАС являются дефициты социальной и
коммуникативной сфер, узконаправленные интересы и стереотипии, причем не
только моторные, но и мыслительные. Распространенность заболевания по совре-
менным данным составляет от 0.5 до 2.0% и неуклонно нарастает по всему миру [1].

Для экспериментального изучения РАС применяются генетически модифици-
рованные грызуны, которые, однако, позволяют анализировать лишь отдельные
дисфункции. Наряду с этим используются модели идиопатического РАС – ото-
бранные по фенотипу мыши инбредных линий с хорошо воспроизводимыми соци-
альными дефицитами и стереотипным поведением, а также рядом сопряженных с
РАС симптомов [2]. Среди последних рассматриваются мыши линии BALB/с, де-
монстрирующие признаки поведения, схожие с РАС, в числе которых низкий уро-
вень социальных взаимоотношений, снижение различных аспектов материнского
поведения, высокий уровень тревожности, межсамцовой агрессии, и, кроме того,
большая восприимчивость к амфетамин- или метамфетамин-индуцированной
аутоагрессии, которая уменьшается при лечении рисперидоном [3].

Согласно другим данным у мышей линии BALB/c не обнаружено дефектов в со-
циальной памяти или социальном познании, отсутствует нарушение обонятельных
функций [3], но выявлено слабо выраженное стереотипное поведение (груминг,
рытье подстилки, жевание) [1].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Целью настоящей работы явилось изучение особенностей поведения мышей ли-
нии BALB/c в сравнении с мышами линии C57Bl/6 или аутбредными мышами SHK
в некоторых поведенческих тестах, применяемых для оценки симптомов РАС.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование выполнено на 62 самцах мышей линии BALB/c 5 недельного воз-
раста и массой 13–15 г, на 18 самцах мышей линии C57Bl/6 в возрасте 5 нед., мас-
сой 20–22 г и на 31 самцах аутбредных мышей SHK в возрасте 5 нед., массой 22–26 г на
начало эксперимента, полученных из питомника филиала “Столбовая” ФГБУН
“Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России”. Животных рандо-
мизировано распределяли по группам (численность групп указана в таблицах) и
содержали в соответствии с СП 2.2.1.3218-14 “Санитарно-эпидемиологические
требования к устройству, оборудованию и содержанию экспериментально-биоло-
гических клиник (вивариев)” от 29 августа 2014 г. № 51. Работа выполнялась в соот-
ветствии с Приказом Минздрава РФ № 199н от 1 апреля 2016 г. “Об утверждении
правил надлежащей лабораторной практики” и Директивой 2010/63/EU Европей-
ского Парламента и Совета Европейского Союза от 22 сентября 2010 г. и была
одобрена комиссией по биомедицинской этике ФГБНУ “НИИ фармакологии
имени В.В. Закусова” протокол № 1 от 18.02.2019. Животные содержались в стан-
дартных условиях вивария при постоянном доступе к корму (гранулированный
корм ГОСТ Р 50258-92) и отфильтрованной водопроводной воде (фильтр Барьер
Гранд NEO) ad libitum, при температурном режиме 20–22°С, при световом режиме –
12 ч свет/12 ч темнота; в полипропиленовых клетках с решеткой из цинкохромовой
стали (Т/3С), с обеспыленной подстилкой из деревянной стружки по 8–10 мышей в
каждой клетке. Адаптация к условиям вивария проводилась в течение 14–16 дней. Все
эксперименты проводились с 9.00 до 14.00.

Тест нарушения социального взаимодействия применяли в модифицированном
варианте, разработанном в лаборатории J.N. Crawley [4] и широко используемом во
многих экспериментах [3, 5–12]. Исследование проводили в акриловой установке
длиной 60, шириной 24 и высотой 30 см, разделенной прозрачными перегородками на
три равных отсека, сообщающихся между собой. Мышь помещали в центральный
отсек установки и оставляли на 10 мин при поднятых перегородках между отсеками.
Затем, в момент, когда тестируемая мышь находилась в центральном отсеке, пере-
городки опускали и в крайние отсеки помещали цилиндры из металлической сетки
(11 см в высоту, 9 см в диаметре). В одном из цилиндров находилась незнакомая
мышь той же линии, пола и возраста, что и тестируемая (социальный объект), а в
другом – ранее не предъявлявшаяся пластмассовая игрушка высотой 8 и шириной
4 см (несоциальный объект). Тестирование проводили в течение 6 мин, регистри-
руя продолжительность нахождения тестируемой мыши в отсеке с социально значи-
мым или незначимым объектами; продолжительность обнюхивания социального
объекта (подход тестируемой мыши на 1 см и ближе к цилиндру с новой мышью);
число заходов мыши в отсеки и число “контактных” подходов тестируемой мыши
к социально значимому объекту. Мыши, у которых время, проведенное в отсеках с
разными по социальной значимости объектами, статистически не отличалось, или
время, проведенное в отсеке с несоциальным объектом, было больше, чем в отсеке
с социальным объектом, определялись как мыши с утратой общительности и де-
фицитом социального взаимодействия, что характерно для РАС.

У лиц с РАС отмечаются нарушения походки и обоняния, которые могут быть
отражением патологии мозжечка и нервных узлов, связанных с обонянием, например,
обонятельной луковицы и вентральной височной обонятельной коры, имеющих
место при этих расстройствах [13]. Поэтому предиктором социального дефицита
рассматривается обонятельная диссоциация [14].
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Тест на откапывание еды (Buried food-finding test) выполнялся согласно K. Rady-
ushkin с соавт. [15]. Животным в качестве корма на протяжении 4 дней давали шо-
коладное печенье (2 г/животное) при свободном доступе к воде. Опыт проводили
на фоне 12-часовой пищевой депривации. Мышь помещали в один из концов
стандартной домашней клетки, пол которой застилали чистыми опилками высо-
той 3 см, и с закопанным на другом конце клетки на глубину 1.5 см кусочком шо-
коладного печенья. Регистрировали латентное время нахождения еды (начало ее
раскапывания). Продолжительность поиска не должна превышать 2 мин. Для
оценки моторной активности и уровня мотивации животного тест повторяли, но
кусочек печенья оставляли на поверхности опилок.

Тест обонятельной дискриминации (Olfactory discrimination test). В данном тесте
исследуется поведение животных, направленное на поиск гнезда в условиях предъ-
явления двух обонятельных стимулов [16]. Установка представляет собой стандарт-
ную клетку длиной 35, шириной 20 и высотой 15 см, в центре которой проведена
линия, а в боковых концах установлены стеклянные чашки Петри диаметром 10 см,
одна из которых заполнена опилками из домашней клетки, смена опилок в кото-
рой не проводилась в течение 3 дней (запах гнезда), а другая – чистыми опилками
(нейтральный запах). Животных индивидуально помещали в центр клетки и заме-
ряли латентное время первого выбора одного из стимулов, определяемое по мо-
менту захода мыши обеими передними лапами в чашку с опилками.

Тест обонятельной габитуации/дисгабитуации (Olfactory habituation/dishabitua-
tion) позволяет изучать обонятельное распознавание, предпочтение и привыкание к
несоциальным и социальным запахам при их повторном предъявлении [10, 17, 18].
Исследование проводили согласно методике, предложенной B.C. Ryan и соавт. [18].
Мышь перед началом тестирования помещали в стандартную клетку с чистыми опил-
ками на 30 мин. Ватный тампон длиной 15 см смачивали в воде и пропускали через
крышку клетки так, чтобы он располагался на высоте 5 см от выстилающих дно клет-
ки опилок. Выполняли по 3 предъявления каждого запаха: нейтральный стимул – ди-
стиллированная вода; несоциальный – разбавленный цветочный запах (экстракт
апельсина, 100% натуральное эфирное масло апельсина сладкого (ООО Аспера Лтд),
разбавленное дистиллированной водой в соотношении 1 : 100); социальный – моча
мышей линии С57Вl/6. Продолжительность каждого предъявления составляла
2 мин. Регистрировали суммарное число реакций животных, которые включали
подходы к тампону и взаимодействие с ним, а именно, повороты головы мыши в
сторону стимула при нахождении на расстоянии не более 2 см от него, обнюхива-
ние, залезание, жевание тампона. Кроме того, фиксировали число вставаний мы-
шей на задние лапы и закапываний в подстилку.

Тест обследования отверстий (Hole-board exploration) проводили согласно мето-
дике S. Moy и соавт. [7]. Тестирование проводили в инфракрасном актометре фирмы
Panlab, Испания (модель LE 8825 IR Motor Activity Monitor V 08/05/120). Установка
представляет собой квадрат, пол которой разделен на 16 квадратов с 16 одинаковыми
отверстиями. Отверстия были пронумерованы и подразделены на угловые, при-
стенные и центральные. В течение 10 мин регистрировали: общее число перемещений
мыши в установке, число заглядываний (Nose poke) в отверстия, а также продол-
жительность её пребывания в угловой и в пристенной зоне установки.

Тест “Открытое поле” является моделью слабого стресса у грызунов [19]. В ис-
следовании использовали установку “Открытое поле” (TS0501-M, ООО НПК От-
крытая Наука, Россия). Мышь помещали в центр поля и регистрировали ее поведе-
ние в течение 5 мин в условиях сменной освещенности: 3 мин – ярко освещенное поле
(источник света: лампа накаливания общего назначения напряжением 230 В, мощ-
ностью 40 Вт, расположенная над центром поля на высоте 95–100 см), 1 мин – тем-
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нота (включали красную светодиодную ленту, 12 В, закрепленную по верхнему
борту установки) и 1 мин – вновь ярко освещенное поле.

Статистическую обработку данных проводили с помощью программы Statistica
V. 10.0. Нормальность распределения проверяли с помощью критерия Шапиро–
Уилка с последующей оценкой равенства дисперсий по критерию Левена. Так как
в экспериментальных группах либо отсутствовало нормальное распределение, ли-
бо межгрупповое равенство дисперсий не соблюдалось, дальнейшую обработку
проводили с помощью метода непараметрической статистики Манна–Уитни. Для
определения статистической значимости различий повторных измерений в группе
использовали парный критерий Вилкоксона. Результаты в таблицах представлены
как среднее ± ошибка среднего (Mean ± SEM). Различия между группами считали
достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИX ОБСУЖДЕНИЕ

В тесте социального взаимодействия мыши инбредной линии С57Bl/6, служившие
контролем для мышей BALB/c, характеризовались как общительные, демонстри-
рующие высокий уровень социального взаимодействия, животные. Так, у мышей
С57Bl/6 средняя длительность нахождения в отсеке с незнакомой мышью (соци-
ально значимым объектом – аутбредная мышь-самец), была на 61.3% больше, чем
в отсеке с социально незначимым объектом; а продолжительность обнюхивания
незнакомой мыши было на 32.0% дольше, чем в группе животных линии BALB/c
(табл. 1). При этом мыши линии С57Bl/6 в 1.54 раза чаще посещали отсек с соци-
ально значимым объектом, чем противоположный отсек, и совершали в 1.25 раз
больше подходов к социальному объекту на расстоянии менее 1 см, чем мыши
BALB/c (табл. 1). Оценка уровня социального взаимодействия (общительности),
вычисленная по соотношению времени, проведенному мышами группы C57Bl/6 в
отсеке, содержащем незнакомую мышь, ко времени в 2-х различных по социаль-
ной значимости отсеках, выявила предпочтение мышами этой линии социального
объекта несоциальному.

Мыши линии BALB/c предпочитали отсек с несоциальным объектом, находясь
в нем на 12.0% дольше, чем в отсеке с социальным объектом (табл. 1). Время обню-
хивания незнакомой мыши было в 1.5 раза меньше, чем в группе мышей C57Bl/6.
Мыши линии BALB/c осуществляли достоверно меньше заходов в отсеки с объек-
тами по сравнению с животными другой линии, что, по-видимому, объясняется их
повышенной тревожностью по сравнению с мышами С57Bl/6. Однако число захо-
дов в отсек с социально значимым объектом у мышей BALB/c было в 2.2 раза больше,
чем в отсек с социально незначимым объектом, хотя эти заходы были непродолжи-
тельными (табл. 1). Показатель общительности в группе мышей BALB/c составил
46.0%, что указывает на отсутствие предпочтения к социальному стимулу.

Таким образом, по результатам данного теста, мыши линии BALB/c определя-
ются как “малообщительные” животные, демонстрирующие низкий уровень соци-
ального взаимодействия, что характерно для аномалий поведения при аутизме. Полу-
ченные данные находят подтверждение в исследованиях других авторов [5, 17].

В тесте “Откапывание еды” мыши линии BALB/c в 1.7 раза дольше искали зако-
панную под опилками еду в сравнении с мышами SHK. При этом, в условиях визу-
ализации еды латентное время подхода к еде у животных разных линий не отлича-
лось, что свидетельствует о равном уровне мотивации и отсутствии двигательных
различий (рис. 1). Полученные данные коррелируют с клиническими наблюдениями,
демонстрирующими нарушение обоняния и вкуса у пациентов с РАС, у которых спо-
собность идентификации запахов снижена по сравнению со здоровыми людьми [15].

В тесте обонятельной дискриминации мыши линии BALB/c затрачивали в
1.6 раз больше времени на поиск “гнезда”, при этом к опилкам с нейтральным за-
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пахом они подходили в 1.4 раза быстрее, чем мыши SHK. Различий между латент-
ным временем выбора нейтральных опилок и опилок из домашней клетки у мыши
линии BALB/c не обнаруживалось, тогда как у мышей SHK отмечалось значимое
предпочтение опилок “из гнезда” – скорость подхода к ним была в 1.8 раза больше,
чем к опилкам с нейтральным запахом (табл. 2).

Кроме того, примерно третья часть мышей линии BALB/c при предоставлении
на выбор двух обонятельных стимулов предпочитала нейтральные опилки, тогда
как в группе мышей SHK этот выбор имел прямо противоположный характер
(табл. 2). Полученные данные свидетельствуют о возможном нарушении способ-
ности распознавания запахов у мышей линии BALB/c и, особенно, о стойком из-
бегании социальных стимулов, включая запах домашней клетки.

В тесте обонятельной габитуации/дисгабитуации характерной чертой поведения
интактных аутбредных мышей SHK было четкое распознавание нового запаха, что
выражалось в повышенной реакции мышей на тампон с нанесенным на него запахом
при первом предъявлении каждого обонятельного стимула и в быстром привыкании
к запаху при его повторном предъявлении. Так, при первом тестировании запаха
“Апельсин” у аутбредных мышей отмечено увеличение на 66.0% реакций на обоня-
тельный стимул по сравнению с предшествующим третьим предъявлением нейтраль-
ного запаха “Вода”. Еще более выраженной была реакция аутбредных мышей при
первом предъявлении социального обонятельного стимула относительно предше-
ствующего запаха “Апельсин”: увеличение комплекса реакций мышей на ватный
тампон, пропитанный новым социальным запахом, составило 84.7% (табл. 3).

У мышей линии BALB/c при предъявлении незнакомого несоциального цитру-
сового запаха реакция на новый стимул была ниже, чем на третье предъявление

Таблица 1. Поведение мышей линий BALB/c и C57Bl/6 в тесте социального взаимодействия
Table 1. Behavior of BALB/c and C57Bl/6 mice in the social interaction test

* p < 0.05 по сравнению с группой мышей BALB/c; # p < 0.05 по сравнению с показателем отсека с соци-
альным объектом (внутригрупповое сравнение); Т – продолжительность нахождения в отсеке; со – со-
циальный объект; нсо – несоциальный объект.
* p < 0.05 compared to BALB/c mice; # p < 0.05 compared to the index of the compartment with a social object
(intra-group comparison); T-time of staying in the compartment; co – social object; nso – non-social object.

Параметры
Parameters

Группа мышей, число животных
Group of mice, number of animals

BALB/c, n = 12 C57Bl/6, n = 10

Продолжительность на-
хождения в отсеке, с
Duration of stay in the com-
partment, s

Центральном
Central

96.8 ± 6.9 70.0 ± 2.3*

С социальным объектом
With social object

124.9 ± 12.1 179.6 ± 12.3*

С несоциальным объектом
With a non-social object

141.9 ± 15.7 110.7 ± 8.6#

Длительность обнюхивания социального объекта, с
The duration of sniffing of the social object, s

40.4 ± 5.1 59.8 ± 8.1*

Предпочтение отсека с социальным объектом по времени 
нахождения: [Тсо/(Тсо + Тнсо)] × 100
Preference of the compartment with a social object
(by time of stay): [Тсо/(Тсо + Тnсо)] × 100

46.0% 62.0%

Число заходов в отсек, ед
Number of visits in the com-
partment

С социальным объектом
With social object

16.6 ± 0,9 24.8 ± 3.3*

С несоциальным объектом 
With a non-social object

7.7 ± 0.8# 13.5 ± 1.1*,#

Число подходов к социальному объекту, ед.
Number of approaches to the social object

11.8 ± 0.7 14.7 ± 1.2*
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нейтрального запаха “Вода” (табл. 3), что, возможно, связано с некоторым нару-
шением процесса распознавания запахов и с повышенной тревожностью мышей
при реакции на новизну. Однако предъявление стимула “Запах мышей C57Bl/6”
вызвало повышение активности тестируемых животных, хотя и в меньшей степе-
ни, чем в группе аутбредных животных.

Анализ динамики реагирования мышей SHK на повторное предъявление одина-
ковых запахов показал достоверное снижение реакции на них, тогда как у мышей
линии BALB/c выраженность адаптации к обонятельным стимулам уменьшалась.
Так, при третьем предъявлении запаха “Вода” снижение реакции мышей линии
BALB/c относительно первого его предъявления составило 36.0%, тогда как в груп-
пе аутбредных мышей – 86.8%. Реакция мышей BALB/c на цитрусовый запах при
последующих предъявлениях относительно его первой демонстрации практически
не менялась. Уменьшение ответной реакции на стимул “Моча мышей C57Bl/6” у
мышей линии BALB/c относительно первого его предъявления также было незна-
чительным и составило при его третьем предъявлении всего 27.8% против 69.5% в
группе мышей SHK (табл. 3).

Таким образом, у мышей BALB/c выявлена выраженная обонятельная дисгаби-
туация как на социально значимые, так и незначимые запахи.

Рис. 1. Продолжительность поиска еды у мышей BALB/c (n = 10) и SNK (n = 12) в тесте “Откапывание еды”.
Fig. 1. Duration of food search in BALB/c (n = 10) and SNK (n = 12 mices in the food digging test. *p < 0.05 по срав-
нению с группой мышей SHK. *p < 0.05 compared to SHK mice.
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Таблица 2. Поведение мышей линии BALB/c и мышей SHK в тесте обонятельной дискрими-
нации
Table 2. Behavior of BALB/c and SHK mice in the olfactory discrimination test

* p < 0.05; **p < 0.01 достоверность различий относительно группы мышей SHK. # p < 0.05; ## p < 0.01
достоверность различий относительно параметров “нейтрального запаха” (внутригрупповое сравнение).
*p < 0.05; **p < 0.01 compared to SHK mice. # p < 0,05; ## p < 0.01 compared to the parameters of “neutral
smell” (intra-group comparison).

Группа, число
животных

Group of mice,
number of animals

Латентное время выбора обонятельного 
стимула, с

The latent time of selection of the olfactory 
stimulus, s

Число мышей, выбравших
обонятельный стимул, %

Number of mice that chose the olfactory 
stimulus, %

нейтральный запах 
neutral smell

запах “гнезда”
the smell of “nests”

нейтральный запах
neutral smel

запах “гнезда”
the smell of “nests”

BALB/c, n = 29 70.0 ± 8.6* 86.2 ± 8.9* 65.5 ± 8.9** 34.5 ± 8.9**,#

SHK, n = 31 98.4 ± 7.0 54.0 ± 8.5## 32.3 ± 8.5 67.7 ± 8.5##
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Одним из проявлений тревожного и стереотипного поведения мышей, реги-

стрируемого в данном тесте, является число актов закапываний в подстилку. Уста-

новлено, что показатель числа актов закапываний в подстилку при предъявлении

всех видов обонятельных стимулов был выше в группе мышей линии BALB/c по

сравнению с интактными аутбредными мышами SHK (табл. 4). Исходя из того, что

различий между реакциями мышей BALB/c (акты закапывания) на предъявление

разных по значимости стимулов не было, и, кроме того, реакция на наиболее зна-

чимый стимул – социальный запах, была менее всего выражена – в 2 раза меньше,

чем при контакте с нейтральным запахом и, в то же время, значимо не отличалась

от соответствующей реакции мышей SHK, подобное поведение следует расцени-

вать как повышенную стереотипию и отсутствие интереса к социальному стимулу,

а возможно, и как неспособность его распознавания. Нарушение распознавания

специфических сигналов, связанных с “дружелюбием”, у мышей BALB/с, прояв-

ляющееся в отсутствие реакции у мышей, содержащихся в изоляции, на особей той же

линии, возраста и пола, но содержащихся в группе, указывающее на низкую социаль-

ную активность этой линии мышей, наблюдалось и в других исследованиях [20].

В тесте обследования отверстий мыши линии BALB/с демонстрировали дефи-

цит исследовательской активности, проявляющийся в уменьшении на 17.4% общего

количества заглядываний в отверстия установки по сравнению с группой мышей

SHK, при отсутствии различий в общей двигательной активности (табл. 5). Анализ

продолжительности нахождения мышей линии BALB/c в угловой, пристенной и

центральной зонах установки выявил статистически значимое снижение на 41.4%

регистрируемого показателя только в центральной зоне установки по сравнению с

группой аутбредных мышей (табл. 5).

Общее число заглядываний в отверстия установки в группе мышей линии

BALB/c значимо не отличалось от показателя группы мышей SHK, за исключени-

ем снижения в 3.1 раза числа заглядываний в центральные отверстия (табл. 5).

Таким образом, в тесте обследования отверстий существенные отличия поведе-

ния мышей разных линий заключались в уменьшении продолжительности нахож-

дения в центре установки и числа заглядываний в центральные отверстия у мышей

линии BALB/с как у высокотревожных животных. Признаков повышенной сте-

реотипии в данном тесте обнаружено не было.

Таблица 3. Реакции на обонятельные стимулы у мышей линии BALB/c и мышей SHK
Table 3. Responses to olfactory stimuli in BALB/c and SHK mice

* p < 0.05 достоверность различий относительно значений при 1-м предъявлении того же стимула; # p < 0.05
достоверность различий относительно значений при 2-м предъявлении того же стимула.
* p < 0.05 compared to the parameters at the 1st presentation of the same stimulus; # p < 0.05 compared to the pa-
rameters at the 2nd presentation of the same stimulus.

Обонятельныйстимул 
Olfactory stimulus

Предъявление запаха
The presentation of the odor

Реакция на обонятельный стимул, ед.
The response to the olfactory stimulus, units

SHK, n = 9 BALB/c, n = 16

Нейтральный запах,
вода
Neutral smell, water

1 12.9 ± 1.5 10.0 ± 0.9

2 4.0 ± 0.8* 8.0 ± 1.1

3 1.7 ± 0.5# 6.4 ± 0.7

Апельсин
Orange

1 5.3 ± 1.3 3.5 ± 0.9

2 2.0 ± 0.4* 3.2 ± 0.8

3 2.0 ± 0.7 2.10 ± 0.81

Моча мышей C57Bl/6
Urine of C57Bl/6 mice

1 13.1 ± 2.7 10.8 ± 1.4

2 3.9 ± 1.2* 6.9 ± 0.8

3 4.0 ± 1.5 7.8 ± 1.3
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В тесте “Открытое поле” мыши линии BALB/c, независимо от предъявляемых

условий освещенности установки, демонстрировали низкую двигательную актив-

ность как на периферии установки, так и в прецентральной и центральной ее части

по сравнению с группой мышей линии C57BL/6 (p < 0.05) (табл. 6). Полученные

данные свидетельствуют о малоактивном, пассивном поведении мышей линии

BALB/c и о наличии у них ярко выраженной тревожности.

При сравнении показателей группы мышей линии BALB/c, регистрируемых при

ярком освещении установки и в его отсутствие, отмечался рост числа перемеще-

ний (в среднем на 66.7%) на периферии и в прецентральной части поля (табл. 6).

Однако возвращение к яркому освещению установки приводило к снижению на

33.0% активности животных на периферии и к уменьшению числа посещений

“опасных” зон (табл. 6).

Согласно данным литературы, у мышей BALB/c, так же как и при РАС у челове-

ка, обнаружено снижение концентрации серотонина в мозге, увеличение объема и

Таблица 4. Поведение мышей линии BALB/c и мышей SHK в тесте обонятельной габитуа-
ции/дисгабитуации (число закапываний в подстилку)
Table 4. Behavior of BALB/c and SHK mice in the olfactory habituation/dishabitation test (number
of digging in their bedding)

# p < 0.05 достоверность различий относительно значений в группе мышей BALB/c.
# p <0.05 compared to BALB/c mice.

Группа, количество животных
Group of mice,

number of animals

Число закапываний в подстилку при предъявлении
обонятельного стимула, ед.

The number of instillations in the litter at the presentation
of the olfactory stimulus

вода
water

апельсин
orange

моча мышей C57Bl/6
urine of mice C57Bl/6

BALB/c, n = 16 6.8 ± 1.1 5.3 ± 0.6 3.4 ± 0.9

SHK, n = 9 3.0 ± 0.9# 1.4 ± 0.6# 1.0 ± 0.6

Таблица 5. Поведение мышей линии BALB/с и мышей SHK в условиях теста обследования
отверстий
Table 5. Behavior of BALB/C and SHK mice in the hole-board test

# p < 0.05 достоверность различий относительно группы мышей BALB/с.
# p < 0.05 compared to BALB/c mice.

Параметры
Parameters

BALB/с, n = 15 SHK, n =1 0

Локомоторная активность, ед.
Locomotor activity

1483.5 ± 107.9 1482.5 ± 80.2

Общее число заглядываний в отверстия, ед
The total number of peeks into the holes

65.9 ± 3.7 79.8 ± 6.5

Время нахождения в зонах, с
Time spent in areas, s

Угловая
Corner area

278.1 ± 12.5 276.7 ± 10.5

Пристенная
Wall area

288.4 ± 12.1 266.1 ± 11.1

Центральная
Central zone

33.5 ± 6.7 57.2 ± 8.5#

Количество заглядываний
в отверстия, ед.
Number of peeks into the holes

Угловые
Corner holes

31.3 ± 2.1 35.3 ± 3.0

Пристенные
Wall holes

32.1 ± 2.1 36.7 ± 3.3

Центральные
The center hole

2.5 ± 0.7 7.8 ± 1.6#
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массы головного мозга, прежде всего, размеров гиппокампа, мозжечка, изменение

размеров амигдалы, недоразвитость крупных структур белого вещества мозга – мо-

золистого тела и капсулы интерна [1, 3, 5], уменьшение лобных и теменно-височ-

ных долей [21]. Установлено, что у мышей BALB/c реакция страха сопровождается

падением связывающей способности бензодиазепинового участка ГАМКА-рецеп-

тора [22], и также показано длительное снижение уровня BDNF в структурах мозга

при стрессовом ответе, что подтверждает недостаточность адаптивных механизмов

у мышей данной линии [23]. У эмбрионов мышей BALB/c замедлен рост гиппо-

кампальной коммисуры, которая, однако, достигает нормальных размеров во

взрослом возрасте [3, 5]. Указанные фенотипические признаки мышей BALB/c в

определенной степени сходны с таковыми у мышей линии BTBR, широко исполь-

зуемых в качестве модели РАС [6, 21, 24].

Таблица 6. Поведение мышей линии BALB/c и C57Bl6 в условиях теста “Открытое поле со
сменой освещенности”
Table 6. Behavior of BALB/c and C57Bl6 mice in the open field test with light change

* p < 0.05; ** p < 0.01 по сравнению с мышами BALB/c; # p < 0.06 по сравнению аналогичным параметром
при предъявлении яркого света (внутригрупповое сравнение).
* p < 0.05; ** p < 0.01 compared to BALB/c mice; # p < 0.06 compared to the same parameter when presenting
bright light (intra-group comparison).

Показатели
Parameters

BALB/c, n = 9 C57Bl6, n = 8

Яркий свет, 3 мин
Bright light, 3 min

Латентное время начала движения
The latent time of the beginning of the movement

17.9 ± 4.7 3.8 ± 0.8*

Горизонтальная активность
Horizontal activity

Периферия
Periphery

5.1 ± 1.0 18.6 ± 1.9**

2/3 поля
2/3 of the field

0.6 ± 0.1 5.8 ± 0.7**

Выходы в центр
Exits to the center

0.0 ± 0.0 0.4 ± 0.1**

Количество заглядываний в отверстия
Number of peeks in the holes

4.1 ± 0.4 7.3 ± 0.5**

Темнота. 1 мин
Darkness. 1 min

Горизонтальная активность
Horizontal activity

Периферия
Periphery

9.2 ± 1.8# 19.0 ± 2.1**

2/3 поля
2/3 of the field

1.0 ± 0.5 7.5 ± 1.4**

Выходы в центр
Exits to the center

0.1 ± 0.1 1.5 ± 0.4**

Количество заглядываний в отверстия
Number of peeks in the holes

4.5 ± 0.5 6.5 ± 0.2*

Яркий свет. 1 мин
Bright light. 1 min

Горизонтальная активность
Horizontal activity

Периферия
Periphery

6.2 ± 1.3 14.0 ± 1.7**

2/3 поля
2/3 of the field

0.3 ± 0.2 4.7 ± 1.0**

Выходы в центр
Exits to the center

0.0 ± 0.0 1.5 ± 0.6**

Количество заглядываний в отверстия
Number of peeks in the holes

4.3 ± 0.5 4.5 ± 1.2
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На основании структурной магнитно-резонансной томогафии головного мозга у

больных с РАС выявлено увеличение объема и толщины коры, отражающее незре-

лость, с атипичными зонами в лобной, височной и теменной долях; двустороннее

увеличение объема миндалины у маленьких детей; увеличение общего объема моз-

жечка, гипоплазия червя, уменьшение объемов серого вещества в дольках червя и в

ножках мозжечка; увеличение объемов хвостатого ядра, ненормальные формы

структур базальных ядер; уменьшенный общий объем мозолистого тела или увели-

ченный размер мозолистого тела (особенно при макроцефалии) и другие [25].

Наличие поведенческих и нейроанатомических признаков у мышей BALB/c,

сходных с проявлениями РАС у человека [3, 5], позволяет полагать, что данная линия

мышей может служить моделью для изучения патогенеза заболевания, по крайней

мере определенного его подтипа, и его фенотипических проявлений, а также для

оценки действия возможных средств коррекции различных проявлений РАС.

Таким образом, поведенческими особенностями мышей линии BALB/c являются

низкий уровень взаимодействия с социально значимыми стимулами и даже избега-

ние этого взаимодействия, нарушение распознавания и, особенно, узнавания запа-

хов, усиление тревожного и стереотипного поведения. Полученные данные подтвер-

ждают возможность использования мышей линии BALB/c для моделирования РАС

и оценки эффективности терапевтических средств для уменьшения симптомов РАС.
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Autism-Relevant Behavioral Traits in Inbred Strain of BALB/c Mice
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BALB/c mice were used as idiopathic model of autism spectrum disorders (ASD).

According to specific tests for evaluation of ASD symptoms, BALB/c mice demonstrate

low level of interaction with socially significant stimuli and even avoidance of this interac-

tion, violation of recognition and, especially, recognition of odors, strengthening of dis-

turbing and stereotypical behavior. Therefore, BALB/c mice might be used to study patho-

genesis of ASD and its phenotypic manifestations as well as correction treatment.
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Обсессивно-компульсивное расстройство (ОКР) является широко распростра-
ненным расстройством психики и приводит к ограничению социальной адапта-
ции носителя заболевания. ОКР является ключевым примером ряда состояний,
известных как обсессивно-компульсивные, и связанных с ними расстройств.
Эти заболевания клинически гетерогенны и этиологически сложны, а их основ-
ные патофизиологические механизмы до сих пор неизвестны. Важную роль в по-
нимании патогенеза ОКР играют полученные на лабораторных животных моде-
ли данного заболевания, дающие понимание молекулярных основ стереотипно-
го поведения и генетической архитектуры ОКР. Ранее было показано, что мыши
с делецией 2 и 3 экзонов гена Disc1 (disrupted in schizophrenia 1) проявляют поведе-
ние, подобное обсессивно-компульсивному. Мутации в гене Disc1 ассоциирова-
ны с развитием шизофрении у людей, одним из аспектов которой зачастую явля-
ется обессивно-компульсивное поведение. В данной работе были использованы
две линии мышей с точечными мутациями в гене Disc1 (линии L100P и Q31L) для
выделения локуса данного гена, ответственного за формирование поведения,
подобного обсессивно-компульсивному. Мы показали, что именно аминокис-
лотная замена у мышей линии Q31L приводит к формированию поведенческих
нарушений, ассоциированных с повторяющимися действиями в тесте закапыва-
ние шариков, тогда как замена у линии L100P не приводит к формированию по-
добного фенотипа. Кроме того, установлено, что поведение, подобное обсессив-
но-компульсивному, вызвано дефицитом активности серотонинергической си-
стемы, так как внутрибрюшинная инъекция метаболического предшественника
синтеза серотонина – 5-гидрокситриптофана (5-НТР) нивелировала поведенче-
ские нарушения, наблюдаемые в тесте закапывание шариков.

Ключевые слова: обсессивно-компульсивное расстройство, ген Disc1, линии мы-
шей L100P и Q31L, серотонин, поведение
DOI: 10.31857/S0869813920030103

Обсессивно-компульсивное расстройство (ОКР) является психоневрологиче-
ским расстройством, которое характеризуется двумя различными феноменами: по-
вторяющимися, беспокоящими, навязчивыми мыслями (обсессии) и явными по-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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вторными поведенческими актами (компульсии) [1–3]. Распространенность об-
сессивно-компульсивного расстройства составляет 2.3% [4]. Оно существенно
мешает социальной адаптации и снижает социально-экономический статус носи-
теля заболевания. ОКР клинически гетерогенно и этиологически сложно, и его ос-
новные патофизиологические механизмы до сих пор неизвестны [5, 6]. 30–40% па-
циентов с ОКР не дают адекватного ответа на лечение, кроме того, у 10% пациентов
проявляется тяжелая хроническая форма резистентного состояния, вызванного
традиционным лечением [7]. В связи с этим очевидно, что необходимо дальнейшее
изучение патофизиологии ОКР и поиск новых стратегий лечения данного заболе-
вания. Для этого необходимы адекватные модели, отражающие не только внешние
проявления данного заболевания, но и эндофенотип.

Изначально сбалансированная хромосомная транслокация, вовлекавшая ген Disc1
(disrupted in schizophrenia 1), была обнаружена в большой шотландской семье, в ко-
торой наблюдалось существенное разнообразие психических расстройств: шизофре-
ния, шизоаффективное расстройство, биполярное аффективное расстройство, мо-
нополярное аффективное расстройство и расстройство поведения подростков [8].
В настоящее время известно, что белок DISC1 является многофункциональным
цитозольным каркасным белком, который участвует в передаче сигналов через ряд
различных путей и регулирует многие процессы, например, организацию цитоске-
лета, клеточный цикл, пролиферацию клеток, передачу сигнала и внутриклеточ-
ный транспорт [9, 10]. Эти данные свидетельствуют о том, что DISC1 играет не-
сколько ключевых ролей в нормальном развитии мозга, в то время как ряд меха-
низмов, от нарушения структуры гена до аберрантной обработки белка, может
приводить к развитию психических заболеваний [10].

Имеется несколько линий экспериментальных животных с нарушенным геном
Disc1. Особый интерес представляют 2 линии мышей: Q31L, моделирующая де-
прессивно-подобное состояние, и L100P – общепризнанная генетическая модель
шизофрении [11, 13–17]. У линии Q31L повышена иммобильность в тесте принуди-
тельного плавания, снижено социальное взаимодействие в тесте с другим животным и
неживым объектом и уменьшено потребление сахарозы в тесте на предпочтение саха-
розы, а у линии L100P существенно понижено преимпульсное ингибирование реак-
ции вздрагивания на акустический сигнал, увеличена гиперактивность в открытом
поле и снижена рабочая память в Т-образном лабиринте [11]. Линия мышей Q31L
несет точечную мутацию (замена одного нуклеотида) во 2-м экзоне гена Disc1, при-
водящую к замене глутамина на лейцин в положении 31-й аминокислоты в белке
DISC1, а мыши линии L100P – точечную мутацию во 2-м экзоне гена Disc1, приво-
дящую к замене лейцина на пролин в положении 100-й аминокислоты в белке
DISC1 [11].

Интересно, что данные мутации попадают в область делеции экзонов 2 и 3 (рис. 1),
которые были исследованы B. Wulaer с соавт. [12]. В этой работе было показано,
что мыши, у которых отсутствует 2-й и 3-й экзон гена Disc1 проявляют поведение,
подобное обсессивно-компульсивному. Авторы использовали один из самых рас-
пространенных поведенческих тестов на поведение, подобное обсессивно-ком-
пульсивному – тест на закапывание шариков [6]. Делеция 2-го и 3-го экзонов при-
водила к существенному увеличению числа закопанных шариков. Эти данные сви-
детельствуют о том, что мутации в гене Disc1 также могут быть моделями ОКР.
Поскольку мутации, приводящие к аминокислотным заменам в линиях Q31L и
L100P, нарушают взаимодействие белка DISC1 с рядом важных белковых партне-
ров, вовлеченных в передачу внутриклеточных сигналов, то представляется инте-
ресным определить их вклад в развитие поведенческих фенотипов, характерных
для обсессивно-компульсивного поведения. Таким образом, целью нашей работы
было исследовать поведение мышей линий L100P и Q31L на наличие ОКР-подоб-
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ного поведенческого фенотипа и установить возможные механизмы, лежащие в
основе данного нарушения.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Для работы были взяты половозрелые самцы линий мышей L100P и Q31L из

уникальной научной установки “Биологическая коллекция – генетические био-
модели нейропсихических заболеваний” (№ 493387) Научно-исследовательского
института физиологии и фундаментальной медицины. В качестве контроля ис-
пользовали самцов мышей линии C57Bl/6 (далее WT), поскольку данные мута-
ции поддерживаются на генетическом фоне C57Bl/6. Протокол получения животных
линий Q31L и L100P был описан ранее [11]. Возраст животных составлял 5 мес., сред-
няя масса – 30 ± 4 г.

Животные содержались в открытых клетках размером 37 × 21 × 15 см по 3–4 особи
при температуре помещения 22°С с постоянным доступом к пище и воде и добавле-
нием материала для гнездования. Световой режим: 12 : 12 ч, свет выключался в 12:00
и включался в 00:00. Все тестирования проводились в темное время в свете красной
лампы.

Работу с животными выполняли согласно биоэтическим нормам Директивы Ев-
росоюза (ECC Directive 86/609/EEC) и приказу Министерства здравоохранения
РФ от 1 апреля 2016 г. N 199н “Об утверждении Правил надлежащей лабораторной
практики”. Проведение исследования одобрено локальным этическим комитетом,
протокол № 8 от 15.08.2019.

Тестирование поведения
Было сформировано три экспериментальные группы животных: самцы линии

С57Bl/6 (группа WT, n = 10), Q31L (n = 10) и L100P (n = 10), промежуток между раз-
личными поведенческими тестами составлял три дня. Тест открытое поле прово-
дили в 2 последующих дня, используя по 5 животных из каждой группы в течение
одного дня тестирования: мышь помещали в центр квадратной пластиковой уста-
новки 40 × 40 см с прозрачными стенками и непрозрачным дном, и в течение

Рис. 1. Структура белка DISC1 и схема его взаимодействия с другими белками.
Fig. 1. The structure of the DISC1 protein and the scheme of its interaction with other proteins.

N-terminus C-terminus

Disc1Q31L Disc1L100P

Disc1Δ2–3

DISC1 DISC1 DISC1

GRB2APP

GIRDINBBS4D2R

LIS-1FEZ-1TNIKGSK-3

DIXDC1GSK-3

PDE-4BKIF5APDE-4B NDE1/NDEL1



387ВЛИЯНИЕ ТОЧЕЧНЫХ МУТАЦИЙ В ГЕНЕ Disc1

6 мин фиксировали пройденный путь, активность, время, проведенное в центре
арены, площадь исследованной арены и число стоек с помощью оборудования и
программного обеспечения Ethovision XT 10 (Noldus International Technology) со-
гласно следующим установкам: Центром поля считали участок 20 × 20 см в центре
установки. Уровень активности измерялся в процентах “активных” пикселов от
общей площади арены с усреднением по 5 кадрам (0.2 с; запись 25 кадров/с). Ис-
пользованы следующие градации активности: высокая активность – более 0.5%,
средняя активность – от 0.01 до 0.5% и отсутствие активности – менее 0.01%. Со-
стояния длительностью менее 0.1 с в анализ не принимали. Стойками считали ак-
тивность на уровне 75 мм над поверхностью арены открытого поля. Данное ограниче-
ние позволяет фиксировать только положение мыши на задних лапах без опоры на пе-
редние лапы. Время груминга и количество дефекаций считали вручную. Между
тестированиями каждой мыши арена очищалась 70%-ным раствором этанола для
удаления запахов.

Исследование на поведение, подобное обсессивно-компульсивному, проводили
с использованием теста закапывание шариков. В клетку размером 37× 21 × 15 см
насыпали подстил (березовые опилки) слоем 4 см, на поверхности подстила разме-
щали 20 стеклянных шариков диаметром 1 см. В подготовленные клетки помещали
по одному животному и оставляли на 30 мин. Затем мышей убирали в домашние
клетки и считали количество шариков, которые были полностью закопаны в опил-
ки [18, 19].

Введение 5-HTP
Введение 5-НТР проводили на интактной группе животных линии Q31L (n =10).

5-HTP растворяли в PBS (натрий-фосфатный буфер) и вводили внутрибрюшинно
самцам линии Q31L по 40 мкг/кг массы животного из расчета 4 мл/кг [20]. Тести-
рование поведения было проведено в тестах открытое поле и закапывание шариков
через 1.5 ч после введения препарата в два независимых дня.

Статистический анализ
Характер распределения выборки определяли при помощи описательной стати-

стики в программе Statistica 10.0 с помощью критерия Колмогорова–Смирнова.
Выборки, распределенные нормально, анализировали с помощью однофакторного
дисперсионного анализа ANOVA с последующим тестом Тьюки HSD. Для стати-
стической обработки распределений, отличных от нормального, использовали не-
параметрический метод множественных сравнений Краскела–Уоллиса с последу-
ющим применением критерия Манна–Уитни (U-тест).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Тест открытое поле
Для того, чтобы оценить двигательную и исследовательскую активность, а также

отдельные признаки тревожности животных разных групп, был проведен тест от-
крытое поле. Однофакторный дисперсионный анализ не выявил существенных
различий между животными разных линий по площади исследованной арены и ко-
личеству стоек, которые отражают исследовательскую активность. Также мы не на-
блюдали достоверных различий по продолжительности нахождения в центре поля и
на периферии, что считается критерием тревожности. Пройденный путь, который
является показателем общей моторной активности, также не различался между
группами (рис. 2). При этом однофакторный дисперсионный анализ показал нали-
чие эффекта генотипа по отсутствию двигательной активности в процентах от об-
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щего времени тестирования (F(2,27) = 4.8617, p = 0.016) и по времени со средней и
высокой активностью (%) (F(2,27) = 4.6469, p = 0.018). Последующая оценка с помо-
щью критериия Тьюки HSD показала, что самцы линии Q31L существенно дольше
были неактивными по сравнению с мышами линии WT (p = 0.013), тогда как разли-
чий между группами WT и L100P обнаружено не было (р = 0.119). При сравнении
животных по времени средней и высокой активности обнаружено, что животные
Q31L отличались от контроля существенным снижением доли времени нахождения в
активном состоянии (Тьюки HSD: p = 0.016), тогда как мыши линий WT и L100P не
различались по этому параметру (Тьюки HSD: p = 0.134). Увеличенное время непо-
движности может свидетельствовать о депрессивном статусе. Также однофакторный
дисперсионный анализ выявил различия между линиями по показателям, которые
могут косвенно отражать эмоциональный статус животного: количество актов дефе-
кации (F(2,27) = 8.8386, p = 0.001) и общее время груминга (F(2,25) = 5.4389, p = 0.011).
У животных Q31L наблюдалось значительно большее число актов дефекации по

Рис. 2. Поведение мышей в тесте открытое поле.
А – исследованная часть арены (доля от общей площади); В – время, проведенное в центре открытого по-
ля (доля общего времени); С – высокая и средняя активность (доля от общего времени теста); D – время
неподвижности (доля от общего времени теста); Е – пройденный путь в см; F – число стоек; G – количе-
ство актов дефекации; H – общее время грумингов.
Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего, n = 10 для каждой группы,
*p < 0.05, **p < 0.01 в соответствии с тестом Тьюки HSD.
Fig. 2. The behavior of the test mice in the open field test.
A – area explored and time spent in the center (B) of the arena; C – high and medium activity; D – immobility time;
E – distance traveled in cm; F – the number of rearings; G – the number of defecations; H – total grooming time.
Data are presented as mean ± standard error of the mean, n = 10 for each group * p <0.05, ** p <0.01 according to
the HSD Tukey test.
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сравнению с мышами WT (Тьюки HSD: p = 0.020) и по сравнению с животными
L100P (Тьюки HSD: p = 0.001), при этом группы WT и L100P не различались по
этому параметру (Тьюки HSD: p = 0.458). Общее время груминга было существен-
но выше у мышей Q31L по сравнению с L100P (Тьюки HSD: p = 0.008), но не отли-
чалось между группами Q31L и WT (Тьюки HSD: р = 0.134) и L100P и WT (Тьюки
HSD: р = 0.446. Эти результаты могут быть показателем повышенной тревожности
мышей Q31L. Кроме того, увеличение общего времени груминга может быть объ-
яснено смещенной активностью животных, вызванной повышенной тревожно-
стью или склонностью к повторяющимся действиям.

Тест закапывание шариков
Ранее было показано, что делеция экзонов 2 и 3 в гене Disc1 приводит к фор-

мированию поведения, характерного для обсессивно-компульсивного: эти жи-
вотные закапывают достоверно больше шариков в тесте закапывание шариков.
Мы использовали такой же тест для оценки склонности животных линий Q31L и
L100P к повторяющимся действиям. В этом эксперименте тест Краскела–Уоллиса
показал достоверный эффект генотипа на число полностью закопанных шариков
(H (2, n = 30) = 6.824959, p = 0.033). Применение критерия Манна–Уитни выявило
существенные различия по количеству полностью закопанных шариков между
группами животными (рис. 3). Самцы линии Q31L закапывали значительно боль-
ше шариков, чем мыши линий WT (U = 21, p = 0.028) и L100P (U = 22, p = 0.035).
Животные L100P достоверно не отличались по числу полностью закопанных ша-
риков от контрольных животных (U = 0, p = 1). Эти данные указывают на наличие
компульсивного поведения у животных Q31L, но не у L100P.

Поскольку одной из причин возникновения ОКР является снижение активно-
сти серотонинергической системы, то мы исследовали эффект введения метаболи-
ческого предшественника синтеза серотонина 5-НТР на компульсивное поведение
животных Q31L. После введения 5-НТР животных исследовали в тестах открытое
поле и закапывание шариков. Статистический анализ с применением критерия
Манна–Уитни показал, что самцы Q31L после инъекции 5-НТР (Q31L + 5НТР) зака-
пывали существенно меньше шариков, чем самцы группы Q31L (U = 20.5, p = 0.028)
(рис. 3). Для исключения вероятности того, что снижение закопанных шариков яв-
ляется следствием снижения общей активности животных, связанной со стрессом
после введения препарата или побочным эффектом введения 5-НТР на моторную ак-
тивность, был проведен тест открытое поле. В этом тесте животные Q31L + 5HTP про-
ходили такой же путь, что и животные Q31L без введения препарата, что говорит об
отсутствии эффекта 5-НТР на общую активность животного.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Тест закапывание шариков широко используется на экспериментальных животных
как модель ОКР [21–24]. Данная модель у мышей соответствует двум основным
требованиям, предъявляемым к экспериментальным моделям психопатологии:
сходство симптомов расстройства с компульсивными чертами модели и сходство
реакции на введение препаратов [21, 24]. Полагают, что шарики в тесте закапыва-
ние шариков вызывают исследовательское поведение у мышей, но вследствие от-
сутствия обратной связи не могут обеспечить животное необходимым стимулом
для естественного завершения исследования, что приводит к компульсивному за-
капыванию [21, 22, 25].

Данный тест моделирует именно ОКР, а не другие виды поведения, поскольку
показано, что сами шарики не вызывают у мышей повышение тревожности и избе-
гания, а интенсивность закапывания шариков не коррелирует с тревожностью.
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В этот тест также не вносит вклад исследовательское поведение, поскольку при по-
вторных тестированиях, когда шарики теряли свою новизну, закапывание шари-
ков не снижалось [26]. Кроме того, показано, что флувоксамин (специфический
ингибитор обратного захвата серотонина), который является эффективным сред-
ством для лечения ОКР, понижает число закапываемых шариков, не влияя на тре-
вожность [18].

Самцы линии Q31L в тесте закапывание шариков закапывали существенно
больше шариков, чем самцы контрольной линии WT. При этом в тесте открытое
поле не было обнаружено существенных различий по пройденному пути у мышей
разных групп. Более того, животные Q31L существенно больше времени были не-
активны и соответственно меньше времени проявляли среднюю и высокую актив-
ность, поэтому наблюдаемое нами увеличение закапывания шариков не связано с
повышением активности мышей. Таким образом, можно говорить о том, что у мы-
шей линии Q31L проявляется поведение, подобное обсессивно-компульсивному.

ОКР характеризуется как расстройство, связанное с тревожностью [27]. У мы-
шей линии Q31L отмечается повышенная тревожность, что выражается в суще-
ственно большем количестве грумингов и увеличенном количестве дефекаций в
тесте открытое поле. Кроме того, показано, что пациенты с ОКР часто страдают

Рис. 3. Поведение животных линии Q31L в тесте закапывание шариков и эффект введения 5-HTP на
поведение животных Q31L.
А – количество полностью закопанных шариков в тесте закапывание шариков. В – количество полно-
стью закопанных шариков в тесте закапывание шариков после инъекции 5-НТР (40 мг/кг). С – длина
пройденного пути в тесте открытое поле после инъекции 5-НТР (40 мг/кг).
Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего, n = 10 для каждой группы,
*p < 0.05, по критерию Манна–Уитни для теста закапывание шариков.
Fig. 3. The behavior Q31L mice in the marble burying test and the effect of 5-HTP on their behavior.
A – the number of fully buried marbles in the marble burying test. В – the number of fully buried marbles in the
marble burying test after 5-HTP injection (40 mg/kg). C – the distance traveled in the open field test after 5-HTP
injection (40 mg/kg).
The data are presented as mean ± standard error of the mean, n = 10 for each group, *p < 0.05, according to the
Mann–Whitney U test for the marble burying test.
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сопутствующей депрессией [28]. Согласно этому снижение активности самцов
Q31L в тесте открытое поле косвенно указывает на депрессивный статус животных.
Наши данные согласуются с опубликованными ранее результатами, показавшими,
что мыши линии Q31L проявляют депрессивно-подобное поведение и рассматри-
ваются как модель депрессии [11, 17]. Исследовательская активность, которая вы-
ражается количеством стоек и, отчасти, площадью исследованной арены, у живот-
ных разных линий не различалась.

Существует несколько теорий патогенеза ОКР. Среди основных – нарушения в
серотонинергической и дофаминергической системах мозга [1, 28, 29]. Мы пред-
полагаем, что дофаминергическая система не играет ключевой роли в формирова-
нии поведенческого фенотипа в тесте “закапывание шариков” у животных Q31L,
поскольку для лечения ОКР посредством воздействия на дофаминергическую си-
стему используют малые дозы антагониста дофамина рисперидона, а у мышей
Q31L уже снижен уровень дофамина в прилежащем ядре [17, 30].

Наиболее вероятно, что в нарушении поведения играет существенную роль
именно серотонинергическая система. Наиболее распространенным терапевтиче-
ским средством для лечения ОКР на данное время являются ингибиторы обратно-
го захвата серотонина [31]. Ранее T.V. Lipina с соавт. показали, что у мышей линии
Q31L уровень серотонина в прилежащем ядре существенно ниже, чем у контроль-
ной группы – мышей дикого типа [17]. Следует отметить, что прилежащее ядро яв-
ляется важной мишенью для глубокой стимуляции мозга, так как его дисфункция
связана с ключевыми симптомами нескольких основных психических расстройств,
включая ОКР [17, 32]. Для проверки этой гипотезы мышам Q31L был введен метабо-
лический предшественник серотонина 5-HTP, который преодолевает гематоэнце-
фалический барьер и, попадая в мозг, метаболизируется декарбоксилазой аромати-
ческих аминокислот с образованием серотонина [20]. В нормальных физиологиче-
ских условиях этот фермент не насыщен субстратом, поэтому введение 5-HTP
приводит к усилению синтеза и повышению уровня серотонина [33, 34]. Тест зака-
пывание шариков после введения препарата показал ослабление поведения, по-
добного обсессивно-компульсивному, что выражалось в уменьшении количества
полностью закопанных шариков, это согласуется со сделанным ранее предположе-
нием. Двигательная активность, выраженная длиной пройденного пути, при этом
не изменилась, следовательно, мы наблюдали снижение именно компульсивного
поведения.

В то же время, поведение самцов L100P в данном тесте не отличалось от таково-
го животных контрольной группы WT, что указывает на отсутствие эффекта заме-
ны данной аминокислоты на обсессивно-компульсивное поведение. Эти данные
согласуются с полученными ранее, где показано отсутствие изменений на уровне
серотонина в исследованных отделах мозга [17].

Мутации в гене Disc1 ассоциированы с развитием шизофрении у людей, одним
из аспектов которой зачастую является обсессивно-компульсивное поведение. Ре-
зультаты, полученные в данной работе, указывают на то, что именно N-терминаль-
ная часть гена Disc1 вовлечена в формирование этого аспекта шизофрено-подоб-
ного поведения, что согласуется с данными, полученными на большой делеции
этого гена [12]. На основе приведенных результатов мышей линии Q31L можно так-
же рассматривать как возможную модель ОКР, которая моделирует не только пове-
дение, но и частично эндофенотип больных ОКР. Кроме того, наши данные указы-
вают на то, что поведение подобное ОКР у мышей линии Q31L, вызвано сниженным
уровнем серотонина в прилежащем ядре. Интересно, что именно замена у мышей
линии Q31L, но не L100P, вызывает развитие ОКР-подобного фенотипа у животных.
Из рис. 1 следует, что при замене глутамина на лейцин в положении 31-й аминокис-
лоты в белке DISC1 нарушается его взаимодействие с рядом белков-партнеров:
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APP (предшественник амилоида), GSK-3 (гликогенсинтаза-киназа-3), PDE-4B
(фосфодиэстераза). Наибольший интерес в данном случае представляет GSK-3,
поскольку взаимодействие с APP и PDE-4B может нарушаться и при замене в по-
ложении 100-й аминокислоты в белке DISC1 – замене лейцина на пролин у живот-
ных L100P, однако ОКР-подобного поведения данное изменение не вызывает. Та-
ким образом, гликогенсинтаза-киназа-3 могла бы стать одной из возможных ми-
шеней для подбора лекарственных препаратов для борьбы с ОКР у людей.
Проверка данной гипотезы требует дальнейших исследований.
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The Effect of Point Mutations in the Disc1 Gene in L100P and Q31L Mice
on the Development of the OCD-Like Behavior

К. V. Smirnovaa, b, М. V. Morozovaa, S. А. Tataurovaa, Т. G. Amstislavskayaa, b,
E. A. Litvinovaa, c, and Е. N. Kozhevnikovaa, c, *
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Novosibirsk, Russia
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Obsessive-compulsive disorder (OCD) is a widespread mental disorder, which leads to
social disability of the patient. OCD is a key example of a number of conditions known
as obsessive-compulsive and related disorders. These disorders are clinically heteroge-
neous and etiologically complex and their main pathophysiological mechanisms are still
unknown. An important role in understanding the pathogenesis of OCD is played by
models of this disease obtained in laboratory animals that provide an understanding of
the molecular basis of stereotyped behavior and the genetic architecture of OCD. One of
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the OCD genetic models is the mice with a deletion of exons 2 and 3 of the Disc1 gene
(disrupted in schizophrenia 1). Mutations in the Disc1 gene are associated with the devel-
opment of schizophrenia in humans, which is known to be associated with obsessive-
compulsive behavior. In this work, we used two mouse strains with point mutations in
the Disc1 gene (L100P and Q31L strains) to isolate the locus of this gene responsible for
the formation of OCD-like behavior. We have shown that Q31L amino acid substitution
leads to the development of behavioral phenotype associated with repetitive actions in
the marble burying test, while the L100P substitution does not lead to the formation of
such phenotype. In addition, we showed that the OCD-like behavior is caused by the de-
ficiency of the serotonergic system, since an intraperitoneal injection of the metabolic
precursor of serotonin - 5-hydroxytryptophan (5-HTP) rescued the behavioral pheno-
type observed in the marble burying test.

Keywords: obsessive-compulsive disorder, Disc1, L100P, Q31L, mice, serotonin, behavior
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ИНЕСА БЕНЕДИКТОВНА КОЗЛОВСКАЯ (02.06.1927–19.02.2020)

После тяжелой болезни от нас ушла Инеса Бенедиктовна Козловская, блестя-
щий ученый, яркий незаурядный человек, учитель. Инеса Бенедиктовна Козлов-
ская была выдающимся специалистом в области гравитационной физиологии,
долгие годы руководила отделом сенсомоторной физиологии и профилактики Ин-
ститута медико-биологических проблем РАН. Она была избрана членом-корре-
спондентом РАН, удостоена почетного звания “Заслуженный деятель науки РФ”.

Инеса Бенедиктовна уже с юности проявляла активную жизненную позицию,
незаурядные качества лидера и редкие способности к науке. Ее научная карьера
начиналась в стенах 1-го Московского медицинского института. Закончив аспи-
рантуру на кафедре физиологии, в 1954 г. она успешно защитила кандидатскую
диссертацию и начала педагогическую деятельность. В 1960 г. перешла работать в
Институт высшей нервной деятельности. В 1966–1971 годах, находясь в зарубежной
командировке, она занималась исследованиями в Рокфеллеровском университете в
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лаборатории проф. Н. Миллера и в Нью-Йоркском медицинском колледже под ру-
ководством проф. В. Брукса. По возвращении в Москву в 1971 г. она перешла в Ин-
ститут проблем передачи информации и в 1976 г. защитила докторскую диссерта-
цию и стала признанным экспертом в области физиологии мозжечка.

В 1977 году неожиданно для всех по приглашению академика О.Г. Газенко Инеса
Бенедиктовна переходит на работу в Институт медико-биологических проблем.
В совершенно новой для себя области исследований она быстро выдвинулась в ря-
ды мировых лидеров. Именно она возглавила Приматологическую часть програм-
мы БИОН и ряд крупных нейрофизиологических проектов. Она стала лидером в
области разработки методов профилактики двигательных нарушений, вызванных
действием невесомости.

За результаты исследований в полетах космических аппаратов “Бион” (1973–
1993 гг.) и их использования в теории и практике космической медицины в 1998 г.
она была удостоена премии Правительства Российской Федерации, а в 2002 г. –
Государственной премии РФ в области науки и техники за цикл исследований особен-
ностей управления движением в условиях микрогравитации, позволивших разрабо-
тать информационное обеспечение качества визуальной стабилизации космических
объектов. И.Б. Козловская – лауреат премии Первого канала “Призвание” – за созда-
ние нового направления в медицине, премии им. Л.А. Орбели РАН, а также ряда
международных премий, в том числе премии имени Нело Пейса Международного
общества гравитационной физиологии (2007 г.), премии в области наук о жизни
Международной академии астронавтики (1995 г.), американской премии выдаю-
щимся исследователям биоастронавтики им. Л. Янга за важный вклад в исследо-
вания нейро-мышечного контроля и здоровья космонавтов (2011 г.) и Премии
им. Дж. Саттона “За научные достижения, продвинувшие область космической
медицины” (2019 г.). Работы Инесы Бенедиктовны и ее научного коллектива внес-
ли важный вклад в изучение гравитационных механизмов в двигательной системе и в
практику пилотируемых космических полетов. Разработанные ею подходы находят
применение также в практике клинической, авиационной и спортивной медицины.

Ее ученики и соратники, ученые нашего Института всегда будут хранить добрую
память о замечательном ученом и человеке Инесе Бенедиктовне Козловской.
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