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Созданные на основе лабораторных живот-
ных генетические и экспериментальные 
модели патологий человека являются 

ключевыми объектами современных биологи-
ческих, биомедицинских и фармакологических 
исследований, направленных на получение 
новых фундаментальных знаний, расшифровку 
механизмов формирования заболеваний, поиск 
терапевтических мишеней и разработку новых 
лекарственных препаратов. Представление 
о масштабности исследований на модельных 
организмах можно получить при запросе на 
сайте ����� ��������� словосочетания ������������� ��������� словосочетания �������� ��������� словосочетания ���������������� словосочетания ���������� словосочетания ��������������� 
�o�����, показываю�ем почти ��� тыс. рефери��, показываю�ем почти ��� тыс. рефери-
руемых работ. При этом изначально медленное 
повышение годового числа публикаций приос-
танавливается в 198��е годы, а затем начиная 
с 199��х переходит в фазу экспоненциального 
роста, продолжаю�егося по настоя�ее время. 
Приостановка и последую�ее повышение пуб-
ликационной активности объясняют два важ-
ных события, которые произошли в 198��е годы 
и предопределили расцвет фундаментальных 
и прикладных исследований, основываю�ихся 
на использовании лабораторных животных. В 
1982 г. Ричард Палмитер и его коллеги сооб-
�или о создании первой трансгенной мыши 
�������. 1982. ���. 1�������89�����11��1���, а������. 1982. ���. 1�������89�����11��1���, а. 1982. ���. 1�������89�����11��1���, а���. 1�������89�����11��1���, а. 1�������89�����11��1���, а 
семью годами позже �1989 г.�� была получена 
первая нокаутная линия мышей. Разработка 
технологии целевого выключения �нокаута�� 
отдельных генов была отмечена в 2��7 г. Но-
белевской премией. 

Таким образом, расшифровка геномов человека и ла-
бораторных животных, а также развитие технологий их 
направленного изменения сформировали новый вектор 
в организации работ с использованием лабораторных 
животных, которые были и остаются основными объек-
тами фундаментальных и прикладных биологических 
исследований, ориентированных на создание новых 
подходов к лечению болезней и повышению физического 
и социального благополучия людей. Для управления стре-
мительно расту�им разнообразием модельных объектов 
во всех развитых странах были созданы центры генети-
ческих ресурсов �национальные коллекции�� лабораторных 
животных, которые обеспечивают� 

1�� разведение и содержание животных, свободных 
от видоспецифических патогенов ��������� ����o����������� ����o��� ����o�������o��� 
���� �� ������ �� ������ 

2�� формирование криоколлекций биологического ма-
териала �эмбрионы, эмбриональные стволовые клетки, 
мужские и женские гаметы��� 

��� выполнение работ по созданию трансгенных жи-
вотных� 

4�� высокотехнологичное фенотипирование поведен�
ческих, морфофункциональных и молекулярно�генети-
ческих процессов, включая прижизненный имиджинг 
и омиксные технологии. 

Мировое развитие инфраструктуры для работ с ис-
пользованием генетического разнообразия лабораторных 
животных пришлось на первое постперестроечное десяти-
летие. В этот период во многих российских университетах 
и научно�исследовательских институтах происходило 
сокра�ение и даже полное закрытие исследований, вы-
полняемых на лабораторных животных. Недофинансиро-
вание теку�их расходов и отсутствие современной инф-
раструктуры сказались на качестве экспериментальных 
объектов, которые по принятым на тот момент стандартам 
надлежа�ей лабораторной практики должны были иметь 
����статус и подтвержденное генетическое соответствие.�статус и подтвержденное генетическое соответствие. 
В 2��� г., осознавая пагубность сложившейся тенденции, 
академик В.К. Шумный сумел убедить Правительство Рос-
сийской Федерации в необходимости выделения средств 
на постройку в ИЦиГ СО РАН современного вивария 
для производства лабораторных животных ����статуса.����статуса.�статуса. 
Но уже в ходе реализации проекта стало понятно, что 
потребителями свободных от патогенов животных могут 
быть научные организации, которые в состоянии обес-
печить сохранение ����статуса в течение эксперимента,����статуса в течение эксперимента,�статуса в течение эксперимента, 
для�егося в отдельных случаях многие месяцы. На тот 
момент условиями для ����содержания располагала����содержания располагала�содержания располагала 
только одна лаборатория в ИБХ РАН. Поэтому в 2��7 г. 
об�ая концепция ����вивария была пересмотрена, и на����вивария была пересмотрена, и на�вивария была пересмотрена, и на 
его базе началось создание Центра генетических ресур-
сов �ЦГР�� лабораторных животных с полным набором 
технологических компетенций, соответствую�им самым 
высоким требованиям для подобных объектов научной 
инфраструктуры. По сути, это первый в Российской 
Федерации ресурсный центр, уникальность которого 
подтверждает включение ЦГР в национальные реестры 
уникальных научных установок �R��E����1914X������ 
и центров коллективного пользования �ЦКП�� федераль-
ного значения �R��E����2114X��1���.  



коллекций, а именно собирать и изучать генетические ли-
нии, полученные соотечественниками. Новизна результа-
тов, представленных в этом разделе, определяется, с одной 
стороны, оригинальностью исследуемых генотипов, с 
другой �� привлечением к фенотипированию современ-
ных методических подходов, таких как функциональная 
магнитно�резонансная томография, ЯМР спектроскопия, 
анализ кишечного микробиома и т. д. Материалы публи-
куемых статей значительно расширяют су�ествую�ие 
представления о плейотропных эффектах изучаемых 
генов. Это имеет не только теоретическое, но и приклад-
ное значение. Фенотипические изменения, наблюдаемые 
у нокаутных животных, позволяют экспериментально 
обосновать модели генетически детерминированных на-
рушений структур и функций организма, а также указать 
новые направления поиска средств терапевтического 
воздействия.

Третий раздел выпуска объединяет работы по генети-
ческому и экспериментальному моделированию патоло-
гий хирургическими и фармакологическими методами. 
Раздел открывает небольшой обзор, посвя�енный исто-
рии создания и изучения линии крыс с наследственной 
стресс�индуцированной гипертензией �НИСАГ��. Эта 
линия является одной из �визитных карточек� ФИЦ ИЦиГ 
СО РАН в области генетического моделирования социаль-
но значимых заболеваний человека. Следует подчеркнуть, 
что в создании многих модельных объектов ключевую 
роль играет обеспеченная работой ЦГР возможность 
использовать адекватные генетические линии лаборатор-
ных животных. В частности, это относится к инокуляции 
иммунодефицитным линиям мышей культур опухолевых 
клеток человека, тем самым удается получить экспери-
ментальные модели канцерогенеза, которые чрезвычайно 
востребованы разработчиками новых средств онкодиа�
гностики и онкотерапии. Две статьи из этого раздела 
относятся к новому для российской фармакологии на-
правлению �� оценке фармакологической безопасности, 
которая предполагает испытание лекарственных средств 
на животных с различными патологиями. 

В заключение выражаю надежду на то, что читатель 
этого специального выпуска �Вавиловского журнала гене-
тики и селекции� найдет полезную информацию и вклю-
чится в об�ий поток пользователей Центра генетических 
ресурсов лабораторных животных, сформированного  
на базе ����вивария ФИЦ ИЦиГ СО РАН.����вивария ФИЦ ИЦиГ СО РАН.�вивария ФИЦ ИЦиГ СО РАН.

Научный редактор номера  
профессор М.П. Мошкин

В этом выпуске �Вавиловского журнала генетики 
и селекции� представлены первые итоги работы ЦГР, 
сформированного на базе ����вивария ФИЦ ИЦиГ СО����вивария ФИЦ ИЦиГ СО�вивария ФИЦ ИЦиГ СО 
РАН. Значительная часть статей была подготовлена на 
основе  докладов, представленных на 1�й Ежегодной 
конференции пользователей ЦКП �Центр генетических 
ресурсов�, проведенной в апреле 2�1� г. Эти статьи охва-
тывают практически все направления деятельности ЦГР, 
за исключением работ в области трансгенеза, технология 
которого находится на стадии освоения. Авторы �� ученые 
из 12 научных учреждений России. 

Журнал открывают статьи, посвя�енные криоархиви-
рованию и репродуктивным технологиям. Их значимость 
нарастает по мере увеличения числа генетических линий 
лабораторных животных, поддержание которых только 
путем племенного разведения становится чрезвычайно за-
тратным при увеличении количества линий до 1�� и более. 
Технологии в этой области развиваются так быстро, что 
включенная в номер статья о формировании криоархива 
представляет сейчас лишь историческую ценность, по�
скольку к моменту подготовки выпуска в ЦГР были осво-
ены методы работы с двуклеточными эмбрионами. Такой 
подход соответствует стандартам криоархивирования, 
принятым в веду�их мировых центрах. �Синхронизация� 
методов замораживания, размораживания и пересадки 
эмбрионов с об�епринятыми технологиями является 
необходимым условием для решения важнейшей задачи 
ЦГР �� обеспечения российским ученым свободного до-
ступа к мировым ресурсам генетического разнообразия 
модельных организмов. Вместе с тем представленный 
в этом же разделе опыт оптимизации репродуктивных 
технологий, а также анализ фенотипических эффектов, 
обусловленных направленными воздействиями на разви-
ваю�иеся эмбрионы, вызывают несомненный научный 
интерес. 

Следую�ий раздел посвя�ен высокотехнологическому 
фенотипированию мышей и крыс, в том числе генетиче�
ских линий крыс, полученных селекционными методами 
в ИЦиГ СО РАН. Отрадно, что ряд работ основан на 
изучении поведенческих, иммунофизиологических и реп-
родуктивных характеристик у линий мышей с целевыми 
мутациями, которые получены российскими учеными, 
правда в зарубежных лабораториях. Таким образом, ЦГР 
начинает выполнять важнейшую функцию национальных 
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The Genome resource Ban� (GrB� is a re�ository 
of frozen biological material�� including semen and 
embryos. cryoban�ing is used in combination 
with modern re�roductive technologies such as 
rederivation�� in vitro culture and embryo transfer. 
Thirteen mouse and rat strains have been re-derived 
and 32 are �e�t frozen in the cryostorage at the 
institute of cytology and Genetics�� novosibirs�. 
Some other laboratory animal s�ecies have been 
cryo�reserved as well. Embryos of two hamster s�ecies 
(Djungarian and cam�bell’s� in the genus Phodopus 
were cryo�reserved and the viability of thawed 
embryos was �roved by their successful develo�ment 
in vitro and in vivo (by transfer to a reci�ient�. 
a �ositive effect of the granulocyte-macro�hage 
colony-stimulating factor (GM-cSf� was demonstrated 
with both these Phodo�us s�ecies. furthermore�� 
semen of Djungarian (Phodopus sungorus� and 
cam�bell’s (Phodopus campbelli� hamsters�� domestic 
cat (Felis catus��� amur cat (Prionailurus bengalensis 
euptilurus� and bobcat (Lynx rufus� was frozen and 
cryo�reserved. Double staining by SYBr Green/Pi 
and subsequent confocal microsco�y demonstrated 
that more than 40 % of amur cat semen retained 
viability after cryo�reservation. This is the world’s 
first re�orted successful freezing of semen of this 
wild felid (Prionailurus bengalensis euptilurus�. This 
article reviews the results and discusses �ros�ects 
of using re�roductive technologies for conservation 
of laboratory s�ecies.

Key words�� cryoban�ing genetic resources; embryos; 
semen; mice; rats; hamsters; felids.

Современные крио�анки генети�еских ресурсов ла�ораторных 
животных основаны на замораживании преимплантационных 
эм�рионов и семени. ��рио�анки созда�т и испол��зу�т 
в со�етании с современными репродуктивными технологиями�� 
такими как редеривация�� кул��тивирование in vitro и трансплан-
тация эм�рионов. В ИЦиГ СО Р�Н 13 линий мышей и крыс 
редеривированы�� создан крио�анк�� в котором хранятся 
32 линии мышей и крыс. �роведены успешные эксперименты 
по переводу в крио�анк других ла�ораторных животных�� помимо 
мышей и крыс. Были криоконсервированы эм�рионы двух 
видов хомя�ков рода Phodopus (джунгарского и ��эмп�елла�; 
их жизнеспосо�ност�� �ыла подтверждена успешным развитием 
после размораживания в условиях in vitro и in vivo (рождение 
потомства после трансплантации реципиенту�. Было продемон-
стрировано стимулиру�щее влияние гранулоцитарно-макро-
фагал��ного колониестимулиру�щего фактора при кул��тиви-
ровании преимплантационных зародышей этих двух видов 
мохноногих хомя�ков. ��роме того�� семя хомя�ков джунгарского 
(Phodopus sungorus� и ��эмп�елла (Phodopus campbelli��� котов 
домашнего (Felis catus� и амурского (Prionailurus bengalensis 
euptilurus��� а также красной рыси (Lynx rufus� �ыло заморожено 
и криоконсервировано. Исследования с применением методов  
флуоресцентной окраски SYBr Green/Pi и последу�щей конфо-
кал��ной микроскопии показали�� �то �олее 40 % замороженного 
семени амурского кота сохраняет жизнеспосо�ност�� в процессе 
криоконсервации. таким о�разом�� впервые �ыла продемонстри-
рована возможност�� успешного замораживания семени дикого 
представителя семейства коша���их Prionailurus bengalensis 
euptilurus. В стат��е дан о�зор этих ра�от�� а также о�сужда�тся 
перспективы развития крио�анка и применения репродуктивных 
технологий для сохранения разли�ных ла�ораторных видов 
млекопита�щих.

��л��евые слова�� крио�анк генети�еских ресурсов; эм�рионы; 
семя; мыши; крысы; хомя�ки; коша���и.
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Список линий�� су�линий и стоков мышей и крыс�� 
переведенных в SPf-статус посредством репродуктивных 
технологий или архивированных в крио�анке в ИЦиГ СО Р�Н

Название Статус

��рысы

iSiaH/icgn* (a� Редеривирована

iSiaH/icgn (с� Редеривирована

GK/icgn Редеривирована

oXYS Редеривирована

Tame rats Редеривирована

waG Редеривирована

wistar Редеривирована

�ыши

icr Редеривирована

wr/y �омещена в крио�анк

YT �омещена в крио�анк

PT �омещена в крио�анк

SciD/SHo-Pr�dcscid Редеривирована

c5�Bl/6J-ay Редеривирована

129S2/SvPascrl �омещена в крио�анк

Mao-1/icgn (гомозиготные� �омещена в крио�анк

HT1ac/icgn �омещена в крио�анк

GM-3/icgn �омещена в крио�анк

GM-�3/icgn �омещена в крио�анк

HT1aa/icgn �омещена в крио�анк

aSc/icgn �омещена в крио�анк

GM-9/icgn �омещена в крио�анк

oG-2/icgn �омещена в крио�анк

GM-20/icgn �омещена в крио�анк

GM-11/icgn �омещена в крио�анк

B6-14�3G/icgn Редеривирована

nodSciD/cB1�-Pr�dcscid/ncr �омещена в крио�анк

BalB/c �омещена в крио�анк

c5�Bl/6Kaiso(102� �омещена в крио�анк

С5�Bl/MUc2(103� �омещена в крио�анк

cD-1 �омещена в крио�анк

B6-14�3С/icgn Редеривирована

HT1an/icgn Редеревирована

GKSf-��/icgn �омещена в крио�анк

Mao-1/icgn (гетерозиготные� �омещена в крио�анк

DBa/2rccHsd �омещена в крио�анк

cBa/lac �омещена в крио�анк

c5�Bl/6-Tg(UBc-GfP�30Scha/J �омещена в крио�анк

* icgn озна�ает�� �то линия полу�ена в ИЦиГ СО Р�Н.icgn озна�ает�� �то линия полу�ена в ИЦиГ СО Р�Н. озна�ает�� �то линия полу�ена в ИЦиГ СО Р�Н.

Несмотря на то что уже успешно заморожены 
эмбрионы и гаметы нескольких десятков видов 
млекопитаю�их ����k��� �� ���., 2��7� ��������y, A��v, 

2�11��, а их криоконсервация стала рутинной практикой ра-
боты с наиболее об�едоступными видами лабораторных 
животных, мышами и крысами �R����� �� ���., 2���� L������, 
2���� Yo���k�, 2��9��, до сих пор не су�ествует единого 
универсального протокола замораживания и оттаивания 
эмбрионов даже для мышей. Методики замораживания 
эмбрионов, семени и ооцитов для крыс разработаны 
су�ественно слабее, чем для мышей ���z�� �� ���, 2��8��. 
Соответственно, в мире имеются лишь единичные крио-
банки генетических ресурсов крыс �A���, 2�12��. По отно-
шению ко многим видам млекопитаю�их, в том числе и 
некоторым видам лабораторных грызунов, способы замо-
раживания эмбрионов и/или семени пока находятся лишь 
в стадии разработки и требуют т�ательного изучения 
биологии конкретного вида �Амстиславский и др., 2�1���. 
В наибольшей мере это относится к диким и исчезаю�им 
видам млекопитаю�их, в частности к большинству видов 
семейства кошачьих �A��������v�ky �� ���., 2�12��.

Цель данной статьи �� об�ий обзор направлений 
исследований в области создания криобанков разных 
видов млекопитаю�их, проводимых сектором криокон-
сервации и репродуктивных технологий ИЦиГ СО РАН. 
Конкретными задачами являются� 1�� об�ий обзор работы, 
проведенной в ИЦиГ СО РАН по созданию криобанка 
эмбрионов мышей и крыс� 2�� анализ теку�его состояния 
исследований по созданию криобанков эмбрионов и се-
мени других лабораторных животных, помимо мышей и 
крыс, на примере проведенного нами цикла эксперимен-
тов с хомячками джунгарским и Кэмпбелла� ��� анализ 
теку�его состояния исследований по сохранению видов 
кошачьих путем замораживания семени.

Лабораторные мыши и крысы
Криобанки позволяют оптимизировать работу современ-
ных вивариев. В криобанке, созданном при ИЦиГ СО РАН, 
хранятся в замороженном состоянии эмбрионы �2 линий 
мышей и крыс. При помо�и криобанка и репродуктивных 
технологий в ИЦиГ СО РАН удалось получить потомство 
и редеривировать, то есть перевести из конвенционально-
го в ����статус ��������� ����o��� ������, 7 линий/сублиний����статус ��������� ����o��� ������, 7 линий/сублиний�статус ��������� ����o��� ������, 7 линий/сублиний 
крыс, а также � линий и 1 мутантный сток мышей �табли-
ца��. В ходе проделанной работы решались практические 
задачи пополнения коллекции ����вивария уникальными 
линиями, а также совершенствовалась сама технология. 
Кроме того, исследовались научные аспекты криобиоло-
гии и репродуктивной биологии �Брусенцев и др., 2�14� 
Амстиславский и др., 2�1���.

Хомячки рода Phodopus
Помимо мышей и крыс, объектами криоконсервации в 
качестве лабораторных животных, пригодных для биоме-
дицинских исследований, становятся другие млекопитаю-
�ие. Однако по отношению ко многим видам животных, 
в том числе редко используемым или экзотическим, 
технология криоконсервации эмбрионов и/или семени 
все е�е не создана. В ИЦиГ СО РАН ведутся работы и в 
этом направлении.
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ют публикации по замораживанию семени хомячков рода 
Phodopus. В наших исследованиях на хомячках джунгар-
ском и Кэмпбелла было проведено сравнение нескольких 
протоколов замораживания и продемонстрирована воз-
можность успешной криоконсервации эпидидимального 
семени этих видов с использованием разбавителя семени 
��������� ������� с глицерином и яичным желтком в качестве 
криопротектора �данные пока не опубликованы��.

В связи с ограниченностью ресурсов и высокими 
стандартами при разведении и содержании животных 
для биомедицинских исследований су�ествует потреб-
ность создания криобанков лабораторных животных 
других таксонов, помимо мышей и крыс �A���, 2�12��. 
Таким образом, разработка комплекса репродуктивных 
технологий по отношению к хомячкам джунгарскому и 
Кэмпбелла может оптимизировать их содержание и облег-
чить обмен генетическим материалом между различными 
лабораториями. С другой стороны, изучение особеннос-
тей репродуктивной биологии хомяков рода Phodopus 
и специфики применения технологий криоконсервации 
эмбрионов и гамет этих видов является важным для 
решения проблемы сохранения генетических ресурсов 
���������� в целом в целом.

Домашние и дикие виды кошачьих (Felidae)
В настоя�ее время насчитывается �7 видов кошачьих, 
из них �� видов являются исчезаю�ими �либо включают 
в себя исчезаю�ие подвиды�� �Амстиславский, Анфи-
ногенова, 2�1���. Кошек иногда применяют в качестве 
лабораторных животных �A���, 2�12��. Благодаря сход�
ству генома кошачьих с  геномом человека ������o���� �� ���., 
2��9�� и похожим клиническим проявлениям некоторых 
заболеваний у человека и кошки, последняя незаменима 
для проведения некоторых медицинских исследований 
�G������, ��k��, 2��2��. Таким образом, разработка репро-
дуктивных технологий по отношению к кошачьим имеет 
значение и для сохранения исчезаю�их видов, и для 
медико�биологических исследований. Однако работа с 
исчезаю�ими видами кошачьих сопряжена с опреде-
ленными сложностями, в частности с тератоспермией 
���k�z������ �� ���., 2�����.

В наших предварительных исследованиях было про-
ведено сравнение нескольких протоколов заморажива-
ния семени на домашней кошке �Абрамова и др., 2�14��. 
В 2�1� г. совместно с группой кандидата биологических 
наук С.В. Найденко из Института проблем экологии и 
эволюции им. А.Н. Северцова �ИПЭЭ�� РАН мы получили, 
заморозили и поместили в криохранили�е семя амурского 
�дальневосточного�� лесного кота �Prionailurus bengalensis 
euptilurus��. Исследования с применением методов флюо�
ресцентной окраски �Y�R G����/��� и последую�ей 
конфокальной микроскопии показали, что более 4� % 
замороженного семени сохраняет жизнеспособность в 
процессе криоконсервации. Таким образом, впервые была 
продемонстрирована возможность успешного заморажи-
вания семени Prionailurus bengalensis euptilurus, который 
внесен в Красную книгу Приморского края. В 2�1� г. 
список видов был расширен� получено и заморожено семя 
не только от амурских и домашних котов, но и от самцов 
красной рыси �Lynx� �u�us ru�us�u�us��.

Хомячки рода Phodopus являются востребованными 
лабораторными моделями �Феоктистова, 2��8��. Хомя-
чок Кэмпбелла является предпочтительной моделью 
в исследованиях, направленных на изучение заботы о 
потомстве и отцовского поведения �Феоктистова, 2��8��. 
Джунгарский хомячок является предпочтительным видом 
для исследования циркадных и сезонных адаптаций, эф-
фектов фотопериодизма �������������� �� ���., 2��2� G����, 
Wy����E�w����, 2�����.

Развитие преимплантационных эмбрионов у джунгар-
ского хомячка �������, �����o, 199��� и хомячка Кэмпбелла������, �����o, 199��� и хомячка Кэмпбелла, �����o, 199��� и хомячка Кэмпбелла�����o, 199��� и хомячка Кэмпбелла, 199��� и хомячка Кэмпбелла 
�E��, Wy����E�w����, 199��� изучено, но до сих пор реп�E��, Wy����E�w����, 199��� изучено, но до сих пор реп�, Wy����E�w����, 199��� изучено, но до сих пор реп�Wy����E�w����, 199��� изучено, но до сих пор реп��E�w����, 199��� изучено, но до сих пор реп�E�w����, 199��� изучено, но до сих пор реп�, 199��� изучено, но до сих пор реп-
родуктивные технологии по отношению к этим видам не 
применяли, за исключением единичной попытки культи-
вирования in vitro морул и ранних бластоцист джунгарс-
кого хомячка �������, �����o, 199���. �то касается семени,������, �����o, 199���. �то касается семени,, �����o, 199���. �то касается семени,�����o, 199���. �то касается семени,, 199���. �то касается семени, 
то в литературе отсутствуют какие�либо сооб�ения о 
замораживании семени хомячков рода Phodopus.

Впервые в мировой практике нам удалось успешно замо-
розить эмбрионы двух видов хомячков из рода Phodopus, 
а именно� хомячков джунгарского �P. sungorus. sungorussungorus�� ����������v 
�� ���., 2�1��� и Кэмпбелла �P. �a�pbelli. �a�pbelli�a�pbelli�� �A��������v�ky ��A��������v�ky �� ���� 
���., 2�1���. Впервые продемонстрирована возможность., 2�1���. Впервые продемонстрирована возможность 
успешного культивирования ранних стадий развития эм-
брионов in vitro хомячков джунгарского ����������v �� ���., 
2�1��� и Кэмпбелла �P. �a�pbelli. �a�pbelli�a�pbelli�� �A��������v�ky �� ���., 2�1���.A��������v�ky �� ���., 2�1���. �� ���., 2�1���.�� ���., 2�1���. ���., 2�1���.���., 2�1���.., 2�1���. 
Результаты настоя�его исследования свидетельствуют о 
том, что среда R1E�� является более подходя�ей, чем 
HE��, для культивирования in vitro эмбрионов этих видов 
хомячков �A��������v�ky �� ���., 2�1�� ���������v �� ���., 2�1���,A��������v�ky �� ���., 2�1�� ���������v �� ���., 2�1���, �� ���., 2�1�� ���������v �� ���., 2�1���,�� ���., 2�1�� ���������v �� ���., 2�1���, ���., 2�1�� ���������v �� ���., 2�1���,���., 2�1�� ���������v �� ���., 2�1���,., 2�1�� ���������v �� ���., 2�1���, 
несмотря на то что первая была разработана специально 
для крыс ���yo��� �� ���., 199���, а последняя �� для золоти�
стых хомячков �������, ��v�����, 1988��.

В наших исследованиях показано су�ественное уско� 
рение развития in vitro дробя�ихся эмбрионов хомяч�
ков Кэмпбелла и джунгарского после процедур замора�
живания �� оттаивания путем воздействия на них грану-
лоцитарно�макрофагального колониестимулирую�его 
фактора �G������� �A��������v�ky �� ���., 2�1�� ���������vA��������v�ky �� ���., 2�1�� ���������v �� ���., 2�1�� ���������v�� ���., 2�1�� ���������v ���., 2�1�� ���������v���., 2�1�� ���������v., 2�1�� ���������v 
�� ���., 2�1���. Доза этого фактора �2 нг/мл�� была выбрана 
на основании изучения литературы по воздействию G��
��� на развитие эмбрионов мышей, крыс и сирийских 
хомячков �Ro�����o� �� ���., 2��1� E������ �� ���., 2�12�� и 
собственных пилотных экспериментов. Этот фактор роста 
именно в данной дозе активно начали применять в клини-
ках ЭКО для повышения эффективности репродуктивных 
технологий по отношению к человеку ������ �� ���., 2�1���.����� �� ���., 2�1���. �� ���., 2�1���.�� ���., 2�1���. ���., 2�1���.���., 2�1���.., 2�1���. 
Именно в выбранной дозе G����� в условиях культи-
вирования in vitro достоверно повышает образование 
бластоцист ����������v �� ���., 2�1��� и увеличивает в них 
число бластомеров �A��������v�ky �� ���., 2�1��� при культи� �A��������v�ky �� ���., 2�1��� при культи� �� ���., 2�1��� при культи��� ���., 2�1��� при культи� ���., 2�1��� при культи����., 2�1��� при культи�., 2�1��� при культи-
вировании эмбрионов хомячков рода Phodopus. Следует 
отметить, что индекс фрагментации был наименьшим 
тогда, когда в среду культивирования добавляли G����� 
�A��������v�ky �� ���., 2�1���.A��������v�ky �� ���., 2�1���. �� ���., 2�1���.�� ���., 2�1���. ���., 2�1���.���., 2�1���.., 2�1���.

Криоконсервация семени лабораторных животных 
является важным звеном при создании современных 
криобанков генетических ресурсов �Амстиславский и др., 
2�1���. Хотя в настоя�ее время заморожено семя несколь-
ких десятков видов млекопитаю�их, до сих пор отсутству-
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В наших исследованиях также сделана первая успешная 
попытка получения дробя�ихся эмбрионов домашней 
кошки после ЭКО и последую�его культивирования in 
vitro �Абрамова и др., 2�14� Амстиславский и др., 2�14��. 
Конечной целью данного исследования является полу-
чение межвидовых гибридов кошачьих посредством 
репродуктивных технологий. Как показано нами ранее, 
межвидовые гибриды могут быть успешно использованы 
для разработки технологии сохранения исчезаю�их видов 
�A��������v�ky �� ���., 2��4� 2�����.A��������v�ky �� ���., 2��4� 2�����. �� ���., 2��4� 2�����.�� ���., 2��4� 2�����. ���., 2��4� 2�����.���., 2��4� 2�����.., 2��4� 2�����.

На основании проделанной работы можно сделать 
следую�ие заключения�

1. Су�ествую�ие репродуктивные технологии �крио� 
консервация, культивирование и трансплантация эм-
брионов�� были применены к лабораторным мышам и 
крысам, главным образом уникальным линиям, полу-
ченным в ИЦиГ СО РАН� создан криобанк генетических 
ресурсов этих линий и проведена работа по программе 
редеривации.

2. Впоследствии репродуктивные технологии были 
усовершенствованы и применены по отношению к другим 
ценным лабораторным моделям, таким как хомячки рода 
Phodopus и таким представителям семейства кошачьих, 
как домашняя кошка, амурский �дальневосточный�� лесной 
кот и красная рысь.
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Криоархивирование и репродуктивные технологии

effects of growth factors during 
in vitro culture of mouse and rat 
embryos

E.Yu. Brusentsev, T.N. Igonina, I.N. Rozhkova, 
D.S. Ragaeva, S.Ya. Amstislavsky

institute of cytology and Genetics SB raS�� novosibirs��� russia

In vitro culture of �reim�lantation embryos of icr�� 
HT1an/icgn�� HT1ac/icgn and c5�Bl/6J-ay mouse 
strains as well as in oXYS/icgn rat strain in media 
containing granulocyte-macro�hage colony 
stimulating factor (GM-cSf� or e�idermal growth 
factor (EGf� has been studied. Both mouse and rat 
embryos were first frozen in a �rogrammable freezer 
after a standard �rotocol using a mixture of glycerol 
and sucrose as cryo�rotectants�� thawed and cultured 
in vitro in r1EcM (rat one-cell embryo culture medium� 
for 24 hours (mice� and �2 hours (rats�. for the in vitro 
culture ex�eriments with these growth factors�� �-cell 
frozen-thawed mouse embryos and 2–4-cell frozen-
thawed rat embryos were used. Su��lementation 
of the culture medium with GM-cSf im�roved the rate 
of embryonic develo�ment in HT1ac/icgn and c5�Bl/
6J-ay strain mice�� while EGf had no effect. The reverse 
was true of the rats. Su��lementation of the culture 
medium with EGf increased the �ercentage of deve-
lo�ing blastocysts in oXYS/icgn rat strain�� while 
GM-cSf had no effect. co-culture of four-cell embryos 
of HT1an/icgn strain mice with more advanced 
embryonic stages (morulas� of a different strain 
icr led to the facilitation �reim�lantation embryo 
develo�ment. Ex�erimental results �resented here 
reveal the s�ecies-s�ecific effects of growth factors on 
mouse and rat embryos and indicate that co-culture 
of different stages of embryo develo�ment have 
stimulatory effects on earlier stages.

Key words�� �reim�lantation embryos; in vitro culture; 
growth factors; mice; rats; co-culture.

В ра�оте исследовано развитие в кул��туре in vitro эм�рионов 
мышей линий icr�� HT1an/icgn�� HT1ac/icgn и c5�Bl/6J-ay�� а также 
крыс линии oXYS/icgn при воздействии гранулоцитарно-
макрофагал��ного колониестимулиру�щего фактора (GM-cSf� 
и эпидермал��ного фактора роста (EGf�. Зародыши как мышей�� так 
и крыс вна�але замораживали�� согласно стандартному протоколу 
программного замораживания с испол��зованием глицерина 
и сахарозы в ка�естве криопротекторов�� а после размораживания 
кул��тивировали в среде r1EcM (rat 1-cell embryo culture medium� 
в те�ение ли�о 24 � (мыши��� ли�о �2 � (крысы�. Эффекты факторов 
роста на мышах изу�али на �-клето�ных�� а на крысах – на 2- �� 
4-клето�ных зародышах. Воздействие GM-cSf приводило 
к возрастани� процента развива�щихся эм�рионов у мышей 
о�еих линий (HT1ac/icgn и c5�Bl/6J-ay�; в то же время какого-
ли�о эффекта воздействия EGf на зародыши мышей о�наружено 
не �ыло. На крысах ситуация �ыла о�ратной. Воздействие EGf 
приводило к ускорени� развития до стадии �ластоцисты у крыс 
линии oXYS/icgn�� но какого-ли�о эффекта воздействия GM- cSf 
на зародыши крыс не �ыло. �ри совместном кул��тивировании 
4- клето�ных эм�рионов мышей линии HT1an/icgn с �олее 
поздними стадиями развития (зародышами на стадии морулы� 
линии icr�� на�л�дается ускорение развития. Резул��таты 
представленных экспериментов свидетел��ству�т о видовой 
специфике воздействия факторов роста на эм�рионы мышей 
и крыс�� а также демонстриру�т�� �то совместное кул��тивирование 
эм�рионов �олее поздних стадий (морулы� мышей с �олее 
ранними (4- клето�ные зародыши� оказывает стимулиру�щее 
влияние на последние.

��л��евые слова�� преимплантационные эм�рионы; 
кул��тивирование in vitro; факторы роста; мыши; крысы; 
сокул��тивирование.

КаК цитировать эту статью?
Брусенцев е.Ю.�� Игонина т.Н.�� Рожкова И.Н.�� Рагаева Д.С.�� �мстислав-
ский С.Я. Эффекты воздействия факторов роста при кул��тивировании 
in vitro эм�рионов мышей и крыс. Вавиловский журнал генетики и 
селекции. 2015;19(4���3�2-3��. Doi 10.1�699/VJ15.046

How to cite tHis article?
Brusentsev E.Yu.�� igonina T.n.�� rozh�ova i.n.�� ragaeva D.S.�� amstislav- 
s�y S.Ya. Effects of growth factors during S.Ya. Effects of growth factors duringS.Ya. Effects of growth factors during in vitro culture of mouse and rat 
embryos. Vavilovs�ii Zhurnal Geneti�i i Sele�tsii – Vavilov Journal of Genet-
ics and Breeding. 2015;19(4���3�2-3��. Doi 10.1�699/VJ15.0463�2-3��. Doi 10.1�699/VJ15.046. Doi 10.1�699/VJ15.046

e-mail�� amstis@bionet.nsc.ru

Эффекты воздействия факторов роста 
при культивировании in vitro эмбрионов 
мышей и крыс
Е.Ю. Брусенцев, Т.Н. Игонина, И.Н. Рожкова, Д.С. Рагаева, С.Я. Амстиславский

Федерал��ное государственное ��джетное нау�ное у�реждение «Федерал��ный исследовател��ский центр Институт цитологии и генетики 
Си�ирского отделения Российской академии наук»�� Новоси�ирск�� Россия

Doi 10.1�699/VJ15.046
уД�� 5�3.���5�5��591.3
�оступила в редакци� 23.06.2015 г.  
�ринята к пу�ликации 10.0�.2015 г.     
© �ВтОРы�� 2015



373Криоархивирование и репродуктивные технологии

Культивирование in vitro преимплантационных эм-
брионов млекопитаю�их является основой совре-
менных репродуктивных технологий �Брусенцев и 

др., 2�14��. Относительно недавно в отечественных и зару-
бежных клиниках экстракорпорального оплодотворения 
�ЭКО�� стали активно использовать гранулоцитарно�мак-
рофагальный колониестимулирую�ий фактор �G������� 
� целью увеличения доли успешно имплантировавшихся 
зародышей и снижения числа абортов ������ �� ���., 2�1���.

В настоя�ее время доступна среда E���yoG��, содер-
жа�ая G����� в дозе 2 нг/мл, применяемая в клиниках 
ЭКО по всему миру. Ранее было показано, что добавление 
в культуральную среду этого фактора су�ественно уско-
ряет развитие эмбрионов и у некоторых видов грызунов, 
в частности у мышей �Ro�����o� �� ���., 2��1� �j����o� �� ���.,Ro�����o� �� ���., 2��1� �j����o� �� ���.,� �j����o� �� ���., �j����o� �� ���., 
2����� и хомячков Кэмпбелла �A��������v�ky �� ���., 2�1���.�� и хомячков Кэмпбелла �A��������v�ky �� ���., 2�1���. 

Другим перспективным фактором, ускоряю�им раз-
витие эмбрионов и повышаю�им вероятность их имп-
лантации, является эпидермальный фактор роста �EG���. 
Экспериментально показано, что воздействие EG� при 
культивировании эмбрионов in vitro vitrovitro повышает долю им-
плантирую�ихся зародышей как у мышей ��o���� �� ���., 
1994��, так и у крыс �Afl���o �� ���., 2��7��.

Следует, однако, отметить, что при естественном раз-
витии зародышей in utero на них действует комплекс па-
ракринных и аутокринных ростовых факторов �������o�k 
�� ���., 1989��. Более того, известно, что в группе эмбрионы 
мышей развиваются намного лучше, чем поодиночке 
������, ��y, 199���. Относительно недавно этот эффект 
был подтвержден и на эмбрионах кошек ����������, W�����, 
2��2��, в том числе и при совместном культивировании их 
с эмбрионами мышей ���������� �� ���., 2�����.

Целями данной работы было� 1�� изучить эффект приме-
нения двух различных факторов роста �G����� и EG��� на 
двух линиях мышей �HT1A�/�����, ��7�L/�J�Ay�� и крысах 
линии OXY�/������ 2�� проверить эффективность сокульти-
вирования различных стадий развития преимплантацион-
ных зародышей мышей линий ���R и HT1A�/�����.

Материалы и методы

Экспериментальные животные
В качестве доноров эмбрионов использовали половозре-
лых самок мышей ��7�L/�J�Ay �возраст 8��1� нед, n = 12��, 
HT1A�/����� �возраст 8��1� нед, n = 1���, ���R �возраст 
8��1� нед, n = 8�� и HT1A�/����� �возраст 8��1� нед, n = 8��, 
а также половозрелых самок крыс линии OXY�/����� �воз-
раст 1���14 нед, n = 12��. Для получения эмбрионов самок 
мышей и крыс спаривали с самцами тех же линий и того 
же возраста. Животных содержали в стандартных усло-
виях конвенционального вивария Института цитологии и 
генетики �Новосибирск, Россия��.

Все эксперименты на животных одобрены комиссией по 
биоэтике Института цитологии и генетики СО РАН �про-
токол № � от 1�.��.2�11�� и соответствуют Европейской 
конвенции о за�ите позвоночных животных.

Получение преимплантационных  
эмбрионов мышей и крыс
Мыши. У самок мышей линий ��7�L/�J�Ay, HT1A�/�����, 

���R и HT1A�/����� вызывали суперовуляцию по стандарт-
ной схеме, описанной ранее �Амстиславский и др., 2�1���. 
Каждую суперовулированную самку затем ссаживали на 
ночь с самцом той же линии. День обнаружения вагиналь-
ной пробки считали первым днем беременности.

Крысы. Самок крыс линии OXY�/����� в состоянии 
эструса, определенного путем исследования влагали�-
ных мазков, ссаживали на ночь с самцами той же линии. 
День обнаружения сперматозоидов во влагали�ном мазке 
считали первым днем беременности.

Самок мышей подвергали эвтаназии путем дислокации 
шейных позвонков вечером второго дня �для получения 
ранних стадий развития�� или утром третьего дня �для 
получения более поздних стадий развития�� беременности. 
Самок крыс подобным же образом подвергали эвтаназии 
на утро третьего дня беременности. Яйцеводы и матку 
извлекали и промывали средой E��ARE �o������� ������E��ARE �o������� ������ �o������� ������������ 
��������� �o�����o� �������o R���o�����o�, США��, как описа�США��, как описа���, как описа-
но ранее �Амстиславский и др., 2�1���. Эмбрионы подсчи-
тывали и оценивали с использованием стереомикроскопа 
L���� �8 A�O с увеличением до × 8� �L���� ����o�y�����, 
Германия��. Качество зародышей оценивали с учетом ста-
дии эмбрионального развития и числа жизнеспособных 
клеток �E�������� �� ���., 2�����. Некачественные эмбрионы 
были отбракованы� зародыши хорошего качества промы-
вали в трех каплях той же среды и замораживали. 

Замораживание эмбрионов
Для замораживания преимплантационных зародышей мы-
шей и крыс всех линий использовали 1� %�й v/v глицерин 
�E��ARE, ������o R���o�����o�, США�� с добавлением 
�,1 М сахарозы ������, США��.

После насы�ения криопротектором 1���1� эмбрионов 
поме�али в �,2� мл�е пластиковые соломины ���yo ��o 
�y����, Франция��, каждая из которых была заполнена 
тремя порциями криопротектора, разделенными двумя 
воздушными пузырьками �1���2� мкл каждого��. Первый 
сектор� E��ARE™ �o������� ������ ��������� �o�����o� 
�������o R���o�����o�, США��. Второй сектор� раствор, 
полученный путем растворения �,1 М сахарозы ������, 
США�� в E��ARE™ E��y����� G��y�o�� 1,� � �������o R���o� E��ARE™ E��y����� G��y�o�� 1,� � �������o R���o�™ E��y����� G��y�o�� 1,� � �������o R���o�E��y����� G��y�o�� 1,� � �������o R���o� G��y�o�� 1,� � �������o R���o�G��y�o�� 1,� � �������o R���o� 1,� � �������o R���o�� �������o R���o� �������o R���o�������o R���o� R���o�R���o-
�����o�, США��. Третий сектор� раствор, полученный путем, США��. Третий сектор� раствор, полученный путем 
растворения �,� М сахарозы ������, США�� в E��ARE™ 
�o������� ������ ��������� �o�����o� �������o R���o�����o�, 
США��. Эмбрионы поме�али в центральную часть �второй 
сектор�� соломины.

Соломины с эмбрионами поме�али в программный 
замораживатель �L 8 8�� ���yoLo���, Австралия�� и охлаж�
дали в соответствии со следую�ей программой� от 18 °С 
до ��7 °� со скоростью ��1 °С/мин� 1� мин при ��7 °С, 
сидинг �путем прикосновения к соломине охлажденным 
пинцетом�� через 1 мин� от ��7 °С до ���� °С со скоростью 
���,� °С/мин� 1� мин при ���� °С и погружали в жидкий 
азот при этой температуре.

Оттаивание эмбрионов
Соломины доставали из резервуара с жидким азотом, 
выдерживали в течение 4� с при комнатной температуре, 
а затем поме�али на 4� с в водяную баню при ��,� °�. 
Ранее было показано, что скорость оттаивания с использо-
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ванием этого метода составляет около ��� °С/мин �R�����, 
�������, 1984��.

Отмывание и культивирование эмбрионов
После размораживания эмбрионов содержимое соло-
мины выдавливали на чашку Петри ��o�����, США�� и 
выдерживали в этой смешанной капле в течение 1� мин 
при комнатной температуре. Криопротектор удаляли при 
помо�и промывания размороженных эмбрионов в трех 
каплях ��� мкл�� среды Ho������ �o�����o� �E��ARE, ������o 
R���o�����o�, США��.

После удаления криопротектора, как описано выше, 
эмбрионы, независимо от их качества, последовательно 
промывали в 1� каплях стерильного Ho������ �o�����o� 
�2�� мкл E��ARE, ������o R���o�����o�, США�� со сменой 
стеклянных капилляров для стерильного переноса между 
каплями и оценивали визуально с помо�ью микроскопа 
� �� ��L LE� �L���� ����o�y�����, Германия�� при увели��� ��L LE� �L���� ����o�y�����, Германия�� при увели� ��L LE� �L���� ����o�y�����, Германия�� при увели���L LE� �L���� ����o�y�����, Германия�� при увели� LE� �L���� ����o�y�����, Германия�� при увели�LE� �L���� ����o�y�����, Германия�� при увели� �L���� ����o�y�����, Германия�� при увели�L���� ����o�y�����, Германия�� при увели� ����o�y�����, Германия�� при увели�����o�y�����, Германия�� при увели�, Германия�� при увели-
чении × �� и × 1��. Зародыши, у которых было разрушено 
более 2� % бластомеров, были отбракованы, остальные 
поставлены на культивирование in vitro. Эмбрионы мышей 
���7�L/�J�Ay и HT1A�/������� и крыс линии OXY�/����� 
переносили в �� мкл среды R1E�� �A��������v�ky �� 
���., 2�1���.

Сформировали по три тестовые группы для контроль-
ных экспериментов �без сокультивирования�� для каждой 
из двух исследуемых линий мышей и одной линии крыс� 
1�� без добавления факторов роста �контроль��� 2�� с добав-
лением EG� и ��� с добавлением G�����.

При сокультивировании эмбрионов мышей ����R и 
HT1A�/������� были сформированы две тестовые группы� 
1�� 4�клеточные эмбрионы HT1A�/����� в качестве контро-
ля �HT1A�/�������� 2�� 4�клеточные эмбрионы HT1A�/����� 
совместно с морулами линии ���R ����R + HT1A�/�������.

Культивирование производили под минеральным 
маслом ������, США�� в течение 24 ч �для мышей�� и 72 ч 
�для крыс�� при �7 °С в � % СО2 и влажности 9� % в �O2 
инкубаторе �����ER 1����L �Германия��. Жизнеспособ-
ность эмбрионов оценивали на микроскопе �� ��L LE��� ��L LE� ��L LE���L LE� LE�LE� 
�L���� ����o�y�����, Германия�� с увеличением ×�� и ×1��L���� ����o�y�����, Германия�� с увеличением ×�� и ×1�� ����o�y�����, Германия�� с увеличением ×�� и ×1������o�y�����, Германия�� с увеличением ×�� и ×1��, Германия�� с увеличением × �� и × 1�� 
и производили фотосъемку.

Статистический анализ
Результаты культивирования in vitro, а также сокультиви-
рования сравнивали с использованием теста χ2. Результаты 
при p < �,�� считали статистически значимыми. Данные 
были проанализированы с использованием стандартного 
пакета программного обеспечения �TAT���T���A V 8.� 
������o��, ������.

Результаты
В ходе проделанной работы было установлено, что при 
культивировании in vitro преимплантационных зародышей 
мышей линии ��7�L/�J�Ay в течение 24 ч наблюдается 
ускорение развития эмбрионов в группе с добавлением 
фактора роста G����� �табл. 1��. По об�ему числу раз-
виваю�ихся эмбрионов, т. е. достигших стадии морулы и 
бластоцисты, имеется достоверное отличие данной груп-
пы �94,4 %�� от контроля �где развилось 28,� % зародышей�� 
и от группы с EG� ���,� %��. Следует отметить, что лишь 

в группе, в которой эмбрионы мышей культивировали 
с G�����, сформировались ранние бластоцисты �1� %��� 
в двух других группах стадии бластоцисты не достиг ни 
один из эмбрионов.

Сходные результаты были получены при культивиро-
вании in vitro преимплантационных зародышей мышей 
линии HT1A�/����� �табл. 2��. Все эмбрионы этой линии, 
культивировавшиеся с G�����, развились �1�� %��, хотя 
бластоцист, так же как в других группах, не сформирова-
лось. По об�ему числу развившихся эмбрионов имеется 
достоверное отличие данной группы от контроля.

Результаты длительного культивирования in vitro пре-
имплантационных зародышей крыс линии OXY�/����� 
представлены в табл. �. Стимулирую�ее действие на 
развитие эмбрионов оказывал EG�. В данной группе до 
стадии бластоцисты развилось 82,4 % эмбрионов. Име-
ется достоверное отличие данной группы от контроля, 
где до стадии бластоцисты развилось лишь ��,� % всех 
зародышей.

При совместном культивировании 4�клеточных эм-
брионов мышей линии HT1A�/����� с более поздними 
стадиями линии ���R наблюдается ускорение развития 
в экспериментальной группе по сравнению с контролем 
�табл. 4��. Всего в группе по сокультивированию за 24 ч 
развилось 1�� % всех эмбрионов до стадии морулы, но 
бластоцист ни в одной из групп не сформировалось. По 
об�ему числу развившихся эмбрионов имеется достовер-
ное отличие экспериментальной группы от контроля.

Обсуждение
В данном исследовании был подтвержден стимулирую-
�ий эффект гранулоцитарно�макрофагального колони-
естимулирую�его фактора по отношению к эмбрионам 
мышей, обнаруженный ранее �Ro�����o� �� ���., 2��1� ����� 
�� ���., 2��7��. При этом, однако, не было обнаружено стиму-
лирую�его эффекта эпидермального ростового фактора 
по отношению к эмбрионам мышей. В более ранних 
работах ������, ��y, 199�� �o���� �� ���., 1994� ����� �� ���., 
2��7�� было показано, что EG� влияет на скорость разви-
тия преимплантационных эмбрионов мышей в культуре 
in vitro, способствует формированию и росту внутренней 
клеточной массы �ВКМ�� в бластоцисте, а также хэтчингу 
и имплантации эмбрионов. Отсутствие стимулирую�его 
эффекта при применении EG� в нашей работе можно 
объяснить методическими различиями, такими как вы-
бор дозы, длительность культивирования, а также среда, 
в которой культивировали зародыши.

Эффекты воздействия G����� на преимплантационные 
эмбрионы крыс до нашей работы не изучались. В данном 
исследовании не обнаружено стимулирую�его эффекта 
G����� на эмбрионы крыс. Однако был обнаружен эф-
фект ускорения образования бластоцист при воздействии 
другого фактора �� EG�. Ранее было продемонстрировано, 
что добавление в среду культивирования этого фактора в 
той же дозе позитивно влияет на имплантацию эмбрионов 
крыс �Afl���o �� ���., 2��7��.

Известно, что у разных видов млекопитаю�их имеются 
различия в скорости формирования рецепторов к разным 
факторам роста �H���y, ����o�, 2��2��. Именно с этим 
обстоятельством можно связать то, что в случае крыс 
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таблица 2. ��ул��тивирование in vitro эм�рионов мышей линии HT1ac/icgn на стадии � �ластомеров с факторами роста (EGf 
или GM-cSf�a

Среда
Число эм�рионов Развива�щиеся эм�рионы��%

замороженно-оттаянных  
(�исло тестов� поставленных на кул��туру морулы �ластоцисты о�щее

r1EcM (контрол���� 22 (3� 1� 13 (�2��2� 0 (0� 13 (�2��2�

r1EcM + EGfв 52 (3� 25 23 (92� 0 (0� 23 (92�

r1EcM + GM-cSfг 5� (3� 23 23 (100�* 0 (0� 23 (100�*

* р < 0��05 – группа r1EcM + GM-cSf по сравнени� с контролем в данной категории (о�щее �исло развива�щихся зародышей�; a�� ��� в�� г – см. в та�л. 1.

таблица 3. ��ул��тивирование in vitro эм�рионов крыс линии oXYS/icgn на стадии 2–4 �ластомеров с факторами роста (EGf или 
GM-cSf�a

Среда
Число эм�рионов Развива�щиеся эм�рионы�� %

замороженно-оттаянных  
(�исло тестов� поставленных на кул��туру морулы �ластоцисты о�щее

r1EcM (контрол���� 1� (4� 15 5 (33��3� 5 (33��3� 10 (66����

r1EcM + EGfв 1� (4� 1� 2 (11���� 14 (�2��4�* 16 (94��1�

r1EcM + GM-cSfг 1� (4� 15 2 (13��3� 10 (66���� 12 (�0��0�

* р < 0��01 – группа r1EcM + EGf по сравнени� с контролем в данной категории (�исло зародышей достигших стадии �ластоцисты�; a – о�щий срок 
кул��тивирования зародышей in vitro составлял �2 �; � – r1EcM (контрол��� – эм�рионы развивалис�� в среде r1EcM (rat 1-cell Embryo culture Medium� 
�ез до�авления факторов роста; в – r1EcM + EGf – эм�рионы развивалис�� в среде r1EcM с до�авлением эпидермал��ного фактора роста (EGf�;  
г – r1EcM + GM-cSf – эм�рионы развивалис�� в среде r1EcM с до�авлением гранулоцитарно-макрофагал��ного колониестимулиру�щего фактора 
роста (GM-cSf�.

таблица 4. Сокул��тивирование in vitro эм�рионов мышей линии icr и HT1an/icgna

Группа
Число эм�рионов Развива�щиеся эм�рионы�� %

замороженно-оттаянных  
(�исло тестов� поставленных на кул��туру морулы �ластоцисты о�щее

HT1an/icgn (контрол���� 15 (3� 13 � (62��0� 0 (0� � (62��0�

icr + HT1an/icgnг 15 (3� 12 12 (100�* 0 (0� 12 (100�*

* р < 0��05 – достоверност�� отли�ий от группы HT1an/icgn (контрол�� в данной категории (�исло морул; о�щее �исло развива�щихся зародышей�; 
a – о�щий срок кул��тивирования зародышей in vitro составлял 24 �; � – HT1an/icgn (контрол����� 4-клето�ные эм�рионы мышей линии HT1an/icgn разви-
валис�� в среде r1EcM (rat 1-cell Embryo culture Medium�; в – icr + HT1an/icgn – 4-клето�ные эм�рионы мышей линии HT1an/icgn совместно с морула-
ми линии icr развивалис�� в среде r1EcM.

таблица 1. ��ул��тивирование in vitro эм�рионов мышей линии c5�Bl/6J-ay на стадии � �ластомеров с факторами роста 
(EGf или GM-cSf�a

Среда
Число эм�рионов Развива�щиеся эм�рионы�� %

замороженно-оттаянных  
(�исло тестов� поставленных на кул��туру морулы �ластоцисты о�щее

r1EcM (контрол���� 15 (3� 14 4 (2���6� 0 (0� 4 (2���6�

r1EcM + EGfв 14 (3� 9 3 (33��3� 0 (0� 3 (33��3�

r1EcM + GM-cSfг 56 (3� 54 44 (�1��5�* � (13��0� 51 (94��4�**

* р < 0��01;  ** p < 0��001 – группа r1EcM + GM-cSf по сравнени� с двумя другими группами в данной категории (о�щее �исло развива�щихся заро-
дышей�;  a – о�щий срок кул��тивирования зародышей in vitro составлял 24 �; � – r1EcM (контрол��� –эм�рионы развивалис�� в среде r1EcM (rat 1-cell 
Embryo culture Medium� �ез до�авления факторов роста; в – r1EcM + EGf – эм�рионы развивалис�� в среде r1EcM с до�авлением эпидермал��ного 
фактора роста (EGf�; г – r1EcM + GM-cSf – эм�рионы развивалис�� в среде r1EcM с до�авлением гранулоцитарно-макрофагал��ного колониестимули-
ру�щего фактора роста (GM-cSf�.
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стимулирую�ий эффект был показан при добавлении 
в культуральную среду EG�, а в случае мышей �� при до-
бавлении G�����. Другим объяснением могут быть раз-
личия оптимальной дозировки по каждому из изученных 
факторов для изучаемых видов грызунов. Известно, что 
G����� в оптимальной дозе стимулирует развитие эмб-
рионов мышей, однако при пониженной или завышенной 
концентрации данного фактора стимулирую�его эффекта 
не наблюдали �E������ �� ���., 2�12��.

В клиниках ВРТ �вспомогательных репродуктивных 
технологий�� современным трендом является культивиро-
вание полученных в результате ЭКО эмбрионов до блас-
тоцисты перед их трансплантацией реципиентам �����k� �� 
���., 2��7��. Показано, что условия культивирования сильно 
влияют на процент развития зародышей до бластоцисты, 
формирование ВКМ, хэтчинг и другие аспекты развития 
��j����o� �� ���., 1999��. Продемонстрированный нами эф-
фект и сама модель могут быть в перспективе полезными 
для усовершенствования системы культивирования в кли-
никах ЭКО. Ранее было показано, что скорость развития 
эмбрионов в культуре in vitro зависит от числа эмбрионов 
в группе ������, ��y, 199���. Однако при числе эмбрионов 
в группе не менее � дальнейшее его возрастание не при-
водило к увеличению скорости их развития. В нашем 
исследовании группы состояли из 4��� культивируемых 
зародышей �т. е. являлись оптимальными��. При этом 
был показан дополнительный стимулирую�ий эффект 
по отношению к ранним стадиям дробления мышиных 
зародышей при их сокультивировании с более поздними 
стадиями �морулы��. Таким образом, данная модель может 
иметь практическую ценность как инструмент в работе 
с эмбрионами млекопитаю�их для оптимизации их раз-
вития в культуре.

В исследованиях на мышах обнаружено, что после 
культивирования эмбрионов in vitro и последую�ей 
трансплантации эмбрионов меняются поведение �E�k�� 
�� ���., 2��4��, а также некоторые физиологические харак-
теристики, такие как вес ��j����o� �� ���., 2����� и кровяное 
давление �W��k��� �� ���., 2��7��. Можно предположить, что 
путем совместного культивирования эмбрионов разных 
линий или видов можно не только улучшать эффектив-
ность культуральных работ, но и влиять на характеристики 
потомков.
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The �ro�er choice of cryo�rotectant and thawing 
method affects cryo�reservation efficiency. a freezing-
thawing method for s�aring embryonic cells was 
evaluated in ex�eriments with icr mice. cleavage-
stage embryos of icr mice�� Gc rats�� and oXYS rats were 
collected on Day 3 of �regnancy and frozen in �lastic 
straws according to a standard �rotocol. Permeating 
(ethylene glycol and glycerol� and non�ermeating 
(sucrose� cryo�rotectants and their combinations 
were com�ared during the freezing of icr mouse 
embryos. with these mice�� two thawing methods 
were com�ared�� ra�id (water bath�� 10 s�� 3� °С� and 
slow (40 s�� room tem�erature; 40 s�� 30 °С�. Embryo 
viability in mice and rats was evaluated by their in vitro 
culturing after thawing. our data on mice indicate that 
slow thawing is more suitable for s�aring the integrity 
of embryonic cells; moreover�� su��lementation 
of the main cryo�rotectant (either ethylene glycol 
or glycerol� with sucrose is beneficial for subsequent 
in vitro culture�� es�ecially in the case of glycerol. This 
freezing-thawing �rotocol (with glycerol and sucrose 
as cryo�rotectant agents and slow thawing� was 
a��lied to rats of the Gc and oXYS strains; the survival 
rate after cryo�reservation was 6�–�3.3 %�� and the rate 
of in vitro develo�ment was 64.�–66.6 %.

Key words�� icr mice; Gc rats; oXYS rats; embryo 
cryo�reservation; ethylene glycol; glycerol; sucrose.

Вы�ор криопротектора�� спосо�а оттаивания эм�рионов влияет 
на эффективност�� процесса криоконсервации. cпосо� замора-
живания и оттаивания эм�рионов�� нацеленный на сохранение 
�ластомеров�� �ыл подо�ран на мышах линии icr. В ра�оте 
полу�али эм�рионы мышей линии icr�� а также крыс линий 
Gc и oXYS на стадии дро�ящихся зародышей на третий ден�� 
после спаривания и производили их замораживание по стан-
дартной программе в пластиковых соломинах. На мышах icr 
cравнивали влияние проника�щих (этиленгликол���� глицерин� 
и не проника�щих (сахароза� криопротекторов в их ком�инации 
на выживание эм�рионов после замораживания. В этом же 
эксперименте сравнивали �олее �ыстрый (10 с на водяной �ане 
при 3� °С� и �олее медленный (40 с при комнатной температуре�� 
затем 40 с на водяной �ане при 30 °С� спосо�ы оттаивания 
зародышей. жизнеспосо�ност�� эм�рионов мышей и крыс 
после процедур криоконсервации оценивалас�� путем их 
кул��тивирования in vitro. Наши данные�� полу�енные на мышах��  
свидетел��ству�т о том�� �то «медленное» оттаивание лу�ше 
подходит для выживания эм�рионов�� �ем «�ыстрое» оттаива-
ние; до�авление сахарозы к основному криопротектору 
(этиленгликол� или глицерину� улу�шает показатели 
развития эм�рионов in vitro после оттаивания�� осо�енно когда 
криопротектором является глицерин. Именно этот спосо� 
замораживания – оттаивания эм�рионов (глицерин с сахарозой 
в ка�естве криопротекторов�� «медленное» оттаивание� �ыл 
испол��зован при ра�оте с крысами линий Gc и oXYS�� при этом 
6�–�3��3 % всех зародышей успешно пережили криоконсерваци��� 
из них 64���–66��6 % – успешно развивалис�� в кул��туре.

��л��евые слова�� мыши icr; крысы Gc; oXYS; криоконсервация 
эм�рионов; этиленгликол��; глицерин; сахароза.
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Число линий мышей и крыс за последние десяти-
летия резко возросло �A��o��, 2��4� L���� �� ���., 
2�����. Из�за ограниченности ресурсов и повышен-

ных требований к качеству животных для современных 
биомедицинских исследований работы по редеривации 
и криоконсервации эмбрионов мышей и крыс находятся 
в центре внимания современных генетических центров 
�R����� �� ���., 2���� Брусенцев и др., 2�11� Амстиславский 
и др., 2�1���.

Целостность прозрачной оболочки �� zona pellu�ida 
����� �� является важным элементом редеривации �Бру-
сенцев и др., 2�11� Рожкова и др., 2�12� Амстиславский 
и др., 2�1���. �� должна быть неповрежденной, так как 
считается, что она выступает в качестве эффективного 
естественного барьера против вирусных и бактериальных 
инфекций �V�� �oo� �� ���., 2�1���. Программа редеривации 
часто основана на сочетании трансплантации и крио-
консервации эмбрионов ��o�������, 1999� Амстиславский 
и др., 2�1���.

Целью работы был поиск способов замораживания 
и оттаивания, направленных на максимальную целост�
ность эмбрионов мышей и крыс. В частности, было 
произведено� 1�� сравнение воздействия глицерина �Гли�� 
и этиленгликоля �ЭГ�� при замораживании эмбрионов, а 
также эффектов добавления сахарозы к этим основным 
криопротекторам� 2�� сравнение влияния двух способов 
оттаивания ��быстрого� и �медленного��� на жизнеспособ-
ность эмбрионов мыши in vitro; ��� применение наиболее 
эффективного протокола по отношению к эмбрионам крыс 
линий G� и OXY�.

Материалы и методы

Экспериментальные животные
В качестве доноров эмбрионов использовали половозре-
лых самок мышей линии ���R �возраст 8��1� нед, n = �4��, 
а также половозрелых самок крыс линий G� �возраст 
1���14 нед, n = 8�� и OXY� �возраст 1���14 нед, n = 4��. Для 
получения эмбрионов самок мышей и крыс спаривали 
с самцами тех же линий того же возраста. Животных 
содержали в стандартных условиях конвенционального 
вивария ИЦиГ СО РАН �Новосибирск, Россия��.

Все эксперименты на животных были одобрены ко-
миссией по биоэтике ИЦиГ СО РАН �Протокол № � от 
1�.��.2�11�� и соответствуют Европейской конвенции о 
за�ите позвоночных животных.

Получение преимплантационных  
эмбрионов мышей и крыс
Мыши. У самок мышей линии ���R вызывали супер�
овуляцию по стандартной схеме, описанной ранее �Ам�
стиславский, 2�����. Каждую суперовулирую�ую самку 
затем ссаживали на ночь с самцом линии ���R. День 
обнаружения вагинальной пробки считали первым днем 
беременности.

Крысы. Самок крыс линий G� и OXY� в состоянии 
эструса, определенного путем исследования влагали�ных 
мазков, ссаживали на ночь с самцами той же линии. День 
обнаружения сперматозоидов во влагали�ном мазке счи-
тали первым днем беременности.

Самок мышей и крыс подвергали эвтаназии путем 
дислокации шейных позвонков на третий день беремен-
ности. Яйцеводы и матку извлекали и промывали средой 
E��ARE �o������� ������ ��������� �o�����o� �������o R���o-
�����o�, США��, как описано ранее �Амстиславский и др.,, США��, как описано ранее �Амстиславский и др.,США��, как описано ранее �Амстиславский и др.,��, как описано ранее �Амстиславский и др., 
2�1���. Эмбрионы подсчитывали и оценивали с использо-
ванием стереомикроскопа L���� �8 A�O с увеличением до 
× 8� �L���� ����o�y�����, Германия��. Качество эмбрионов 
оценивали с использованием хорошо известных крите-
риев� стадия эмбрионального развития и целостность �� 
�R�����k�, A��������, 199�� V�� �oo� �� ���., 2�1���� число 
жизнеспособных клеток �E�������� �� ���., 2�����. Некачест�
венные эмбрионы отбраковывали, эмбрионы хорошего 
качества промывали в трех каплях той же среды и либо 
замораживали, как описано ниже, либо использовали 
свежими как контроль.

Замораживание эмбрионов
В экспериментах с эмбрионами мышей �линии ���R�� 
использовали четыре комбинации криопротекторов�четыре комбинации криопротекторов� 
1,� М этиленгликоль �E��ARE, ������o R���o�����o�, 
США�� с добавлением сахарозы или без добавления� 1� % 
v/v глицерин �E��ARE, ������o R���o�����o�, США�� 
с добавлением �,1 М сахарозы ������, США�� или без 
добавления.

В экспериментах с эмбрионами крыс �линии G� 
и OXY��� применяли лишь один вариант замораживания 
из описанных выше, а именно� глицерин �E��ARE, 
������o R���o�����o�, США�� с добавлением �,1 М сахарозы 
������, США��.

После добавления в раствор соответствую�ей крио-
протективной смеси 1���1� эмбрионов поме�али в пласти�
ковые соломины вместимостью �,2� мл �Cryo Bio Syste�, 
Франция��, каждая из которых была заполнена тремя пор-
циями криопротектора, разделенными двумя воздушными 
пузырьками, центральная часть содержала эмбрионы.

Соломины с эмбрионами поме�али в программный за-
мораживатель �L 88�� ���yoLo���, Австралия��, охлаждали 
в соответствии со следую�ей программой� от 18 °С до 
��7 °� со скоростью ��1 °С/мин� 1� мин при ��7 °С� сидинг 
через 1 мин� от ��7 °С до ���� °С со скоростью ���,� °С/мин� 
1� мин при ���� °С �� и погружали в жидкий азот при этой 
температуре.

Оттаивание эмбрионов
По отношению к эмбрионам мышей применяли два 
способа оттаивания �� �медленный� и �быстрый�. При 
�медленном� оттаивании соломины доставали из резер-
вуара с жидким азотом, выдерживали в течение 4� с при 
комнатной температуре, а затем поме�али на 4� с в водя-
ную баню при ��,� °�. Ранее было показано, что скорость 
оттаивания с использованием этого метода составляет 
около ��� °С/мин �R�����, �������, 1984��. Этот метод был 
применен к эмбрионам, замороженным с использованием 
каждого из четырех вариантов криопротекции �этиленг-
ликоль, глицерин, этиленгликоль и сахароза, глицерин и 
сахароза��.

При быстром способе оттаивания соломины выдер-
живали в течение 1� с на водяной бане при �7 °�. Ранее 
было продемонстрировано, что скорость оттаивания с ис-
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�реимплантационные эм�рионы мышей icr после замораживания с глицерином (10 %� и оттаивания в те�ение 10 с при 3� °С. 

а – мертвый; б – с поврежденной ZP; в – полност��� лишенный ZP; г – успешно переживший криоконсерваци�. �асшта�ная линейка = 100 мкм.

пользованием этого метода составляет около 2 ��� °�/мин 
�R�����, �������, 1984��. Этот метод был применен лишь 
по отношению к эмбрионам, замороженным с этиленгли-
колем или глицерином �без сахарозы��.

Для размораживания эмбрионов крыс, предварительно 
замороженных в присутствии комбинации криопротек-
торов �глицерина и сахарозы��, применяли лишь первый 
способ.

Отмывание и культивирование эмбрионов
После оттаивания всю жидкость, содержа�уюся в со-
ломине, выдавливали на �� мм чашки Петри ��o�����, 
США��. Криопротектор удаляли при помо�и промывания 
размороженных эмбрионов� методы отмывания варьи-
ровали в зависимости от того, какой был использован 
криопротектор.

Эмбрионы, замороженные с этиленгликолем, после их 
размораживания промывали три раза в свежих каплях 
�9� мкл, по ���7 мин в каждой капле�� среды Ho������ �o����Ho������ �o���-
��o� �E��ARE, ������o R���o�����o�, США�� при �7 °С.США�� при �7 °С.

Для размораживания эмбрионов, замороженных с гли-
церином, использовали специальную систему, предла-
гаемую фирмой �T��w��� �y����� �E��ARE, ������o 
R���o�����o�, США��. Эта система представляет собой, США��. Эта система представляет собой 
три раствора с понижаю�ейся концентрацией глицери-
на. Перенос эмбрионов из одной капли этих растворов 
в другую осу�ествляли при �7 °С.

После замораживания эмбрионов с комбинацией кри-
опротекторов �этиленгликоль и сахароза или глицерин 
и сахароза�� содержимое соломины выдавливали на чашку 
Петри и выдерживали в этой смешанной капле в течение 
1� мин при комнатной температуре. Затем эмбрионы 
переносили в свежую каплю среды Ho������ �o�����o� 
�E��ARE, ������o R���o�����o�, США�� и инкубировали 
в течение 1� мин при �7 °С.

После удаления криопротектора, как описано выше, 
эмбрионы, независимо от их качества, последователь-
но промывали в десяти каплях среды Ho������ �o�����o� 
�2�� мкл E��ARE, ������o R���o�����o�, США�� со сменой 
стеклянных капилляров для стерильного переноса между 
каплями и оценивали визуально при помо�и микроскопа 
�2�� �A �L���� ����o�y�����, × 2����. Эмбрионы, у ко-

торых было разрушено более 2� % бластомеров и/или 
имелись нарушения прозрачной оболочки, отбраковывали, 
остальные ставили на культивирование in vitro. Эмбрионы 
мышей переносили в �� мкл среды �1� ������, США��, 
а эмбрионы крыс �� в �� мкл среды R1E�� �A��������v�ky 
�� ���., 2�1��� и культивировали в течение 48 ч под мине-
ральным маслом ������, США�� при �7 °С в � %�й СО2 и 
влажности 9� % в �O2�инкубаторе �����ER 1����L �Гер-
мания��. Свежие эмбрионы хорошего качества извлекали 
из мышей�доноров и осу�ествляли процедуры с ними, 
как описано выше, но без замораживания �� оттаивания� 
эмбрионы, не подвергавшиеся криоконсервации, исполь-
зовали в качестве контроля. Жизнеспособность эмбрионов 
оценивали по их развитию in vitro. 

Статистический анализ
Все результаты, в том числе процент развиваю�ихся в 
культуре эмбрионов, представлены в виде �������.E.�.������.E.�. �� �.E.�.�.E.�..E.�.E.�..�.�.. 
Результаты воздействия на эмбрионы процедур криокон-
сервации оценивали по проценту развиваю�ихся в куль-
туре in vitro эмбрионов после их оттаивания посредством 
дисперсионного анализа �A�OVA�� и �o����o� сравнений 
по тесту Ньюмена �� Кейлса, а также t �� критерию Стью-
дента. В качестве факторов были взяты� основной крио-
протектор �этиленгликоль / глицерин��, способ оттаивания 
��медленный� / �быстрый���, добавление сахарозы �при-
сутствие / отсутствие��. Результаты при p < �,�� считали 
статистически значимыми. Данные были проанализирова-
ны с использованием стандартного пакета программного 
обеспечения �TAT���T���A V 8.� ������o��, ������.

Результаты
После оттаивания эмбрионов мышей при помо�и свето-
вой микроскопии выявлялись следую�ие типичные на-
рушения� наличие в эмбрионе разрушенных бластомеров 
�рисунок, а��, повреждения прозрачной оболочки �рисунок, 
б��, полное отсутствие прозрачной оболочки �рисунок, в��. 
Успешно пережившими криоконсервацию мы считали 
лишь те эмбрионы, у которых такие повреждения отсут�
ствовали �рисунок, г��.

Влияние факторов �основной криопротектор� �этилен-
гликоль / глицерин��, �режим оттаивания� ��медленное� /

а б в г

100 мкм
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�быстрое��� и �сахароза� �с сахарозой / без сахарозы�� 
были изучены на эмбрионах мышей стадии 4��8 клеток. 
Эти результаты приведены в таблице. Статистический 
анализ, проведенный методом A�OVA, показал, что 
произошло су�ественное воздействие факторов �ос-
новной криопротектор� �F�1,2��� = �,2�� p < �,���� и �ре-
жим оттаивания� �F�1,2��� = 18,��� p < �,��1�� на скорость 
развития эмбрионов после замораживания/оттаивания. 
Наблюдалось и взаимодействие между этими факторами 
�F�1,2��� = 18,82� p < �,��1��. Добавление сахарозы к основ-
ному криопротектору позволило добиться более высоких 
темпов развития оттаявших эмбрионов в культуре in vitro 
�F�1,2��� = �,��� p < �,����.

В дальнейших исследованиях на крысах был применен 
лишь один способ замораживания и оттаивания �комбина-
ция глицерина � сахарозой в качестве криопротекторов и 
�медленное� оттаивание��. Из 7� двух� четырехклеточных 
эмбрионов крыс линии G�, подвергнутых криоконсер-
вации, после оттаивания по визуальным оценкам после 
исследования при помо�и световой микроскопии �1 эмб-
рион ��8 %�� соответствовал критериям жизнеспособности 
и был поставлен на культивирование in vitro. Из них �� 
эмбрионов ��8,8 %�� достигали стадии морулы и � ��,9 %�� �� 
стадии бластоцисты в течение 48 ч культивирования. Та-
ким образом, �4,7 % от об�его числа эмбрионов успешно 
развивались in vitro. Из 18 двух� четырехклеточных эмбри-
онов крыс линии OXY�, подвергнутых криоконсервации, 
после оттаивания по визуальным оценкам после исследо-
вания при помо�и световой микроскопии 1� эмбрионов 
�8�,� %�� соответствовали критериям жизнеспособности 
и были поставлены на культивирование in vitro. Из них 
8 ���,� %�� достигали стадии морулы и 2 �1�,� %�� �� ста-
дии бластоцисты в течение 48 ч культивирования. Таким 
образом, ��,� % от об�его числа эмбрионов крыс линии 
OXY�, поставленных на культуру после процедур крио-
консервации, успешно развивались in vitro.

Обсуждение
Результаты культивирования in vitro эмбрионов мышей, 
представленные в данном исследовании, показывают, что 

при использовании как этиленгликоля, так и глицерина в 
качестве основного криопротектора добавление сахарозы 
при работе в режиме �медленного� оттаивания приводит 
к тому, что процент развиваю�ихся эмбрионов не отли-
чается от такового в контроле. Целостность бластомеров 
и прозрачной оболочки зародышей является важным 
условием для успешной редеривации �V�� �oo� �� ���., 
2�1�� Брусенцев и др., 2�11� Рожкова и др., 2�12��. Наши 
результаты, полученные на мышах, показывают, что �мед-
ленное� оттаивание и присутствие в криопротективной 
смеси наряду с основным �проникаю�им�� дополнитель-
ного �непроникаю�его�� криопротектора способствует 
сохранности бластомеров и зародышей в целом. Наше 
исследование свидетельствует о том, что из всех исполь-
зованных протоколов именно этот в наибольшей мере 
является протоколом выбора, если замораживание/отта-
ивание является частью процесса редеривации.

Более того, выяснилось, что, когда криопротектором 
является глицерин, сохранение жизнеспособности эмб-
рионов после процедур криоконсервации в значительной 
степени зависит от режима оттаивания. Наши данные 
свидетельствуют о том, что, когда оттаивание происхо-
дит �быстро�, процент развития в культуре эмбрионов, 
замороженных с глицерином, оказывается самым низким. 
В противоположность этому, эмбрионы, замороженные с 
глицерином, имеют более высокие показатели развития 
в культуре, когда используется �медленное� оттаивание.

Результаты исследований на крысах линий G� и OXY� 
подтвердили, что при применении �медленного� оттаива-
ния и добавлении сахарозы к основному криопротектору 
�в случае с крысами в качестве основного криопротектора 
мы использовали лишь глицерин�� процент эмбрионов, 
успешно переживших криоконсервацию, был не менее 
�� %, из них in vitro развивалось не менее �4 %. Имеется 
лишь несколько работ, в которых описан процесс замо-
раживания эмбрионов крыс программным способом, 
сходным с тем, что использовался в нашей работе �R����� �� 
���., 2���� ����� �� ���., 2�����. Процент успешно переживших 
криоконсервацию зародышей крыс линий G� и OXY� при 
использовании оптимального протокола, выбранного на 

Развитие in vitro (M ± SEM� замороженно-оттаянных эм�рионов мышей линии icr

Группы Число испытаний (о�щее �исло 
свежих/оттаянных  эм�рионов�

Число свежих/ 
оттаянных эм�рионов Число �ластоцист Развитие�� %

Свежие эм�рионы (контрол��� 3 (21� ���0 ± 0��0 ���0 ± 0��0 100

Этиленгикол���� «�ыстрое» оттаивание 5 (�0� 16��0 ± 4��0 11��2 ± 2��6 �1��2 ± 6��1*

Этиленгликол����  
«медленное» оттаивание 2 (2�� 14��0 ± 1��0 10��0 ± 2��0 �1��0 ± 9��0*

Этиленгликол�� и сахароза��  
«медленное» оттаивание 3 (20� 6��� ± 0��3 6��0 ± 0��6 90��5 ± 9��5

Глицерин�� «�ыстрое» оттаивание 3 (3�� 12��� ± 1��5 3��3 ± 0��9 25��3 ± 3��9#

Глицерин�� «медленное» оттаивание 15 (2�3� 1���2 ± 2��3 14��� ± 1��� �2��� ± 3��4*

Глицерин и сахароза��  
«медленное» оттаивание 3 (29� 9��� ± 3��3 9��3 ± 0��3 96��� ± 3��3

* p < 0��05 по сравнени� с развитием свежих эм�рионов; # p < 0��001 по сравнени� с развитием эм�рионов во всех других группах.
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основании исследований на мышах �глицерин с сахарозой 
в качестве криопротекторов и �медленное� оттаивание��, 
был сопоставим с таковым в цитируемых работах.

Глицерин и этиленгликоль часто используются в ка-
честве криопротекторов для замораживания эмбрионов 
мышей и крыс ��o�������, 1999� E�������� �� ���., 2���� ����� 
�� ���., 2���� R����� �� ���., 2�����, однако каждое из этих хими-
ческих ве�еств обладает некоторыми индивидуальными 
свойствами. Следует отметить, что скорость проникно-
вения глицерина в зародышевые клетки ниже, чем у эти-
ленгликоля �����o �� ���., 2�����. Результаты нашего теста с�����o �� ���., 2�����. Результаты нашего теста с����o �� ���., 2�����. Результаты нашего теста с��. Результаты нашего теста с. Результаты нашего теста с 
культивированием in vitro эмбрионов мышей показывают, 
что эффективность использования этиленгликоля или 
глицерина в качестве криопротектора сопоставима, но 
только в тех случаях, когда применяется �медленный� 
режим оттаивания. Наши результаты хорошо согласуются 
с результатами других исследований на грызунах �R�����, 
�������, 1984� R����, ��k���ow, 198���, свидетельствую�их 
о том, что использование глицерина и этиленгликоля тре-
бует относительно медленного оттаивания.

Сахароза выступает в качестве осмотического буфера, 
который уменьшает осмотический шок бластомеров после 
оттаивания ���W��������� �� ���., 199���. В соответствии с 
этим самые высокие показатели развития эмбрионов в 
культуре наблюдались лишь в тех группах, где к основ-
ному криопротектору была добавлена сахароза.

Среда R1E�� была создана специально для куль-
тивирования эмбрионов крыс ���yo��� �� ���., 199��� и в 
настоя�ее время успешно применяется на других видах 
грызунов �A��������v�ky �� ���., 2�1���. В данном исследова-
нии эта среда впервые была успешно применена с целью 
культивирования in vitro дробя�ихся эмбрионов крыс ли-
ний G� и OXY� после их замораживания и оттаивания.
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Modern standards of laboratory animal Science 
include wor�ing with laboratory animals of high 
quality�� in �articular�� with s�ecific �athogen free 
(SPf� mice and rats. on the other hand�� assisted 
re�roductive technologies (arT� are widely used 
in modern medicine for human infertility treatment as 
well as for genome resource ban�ing. in the �resent 
study�� a com�arison of body weight�� blood �ressure 
(BP� and behavior in the «elevated �lus maze» 
(EPM� test was made between three grou�s of iSiaH 
(inherited stress induced arterial hy�ertension� 
rats�� a grou� of animals that were born and raised 
in a conventional animal facility and two grou�s from 
an SPf animal facility (one with animals born naturally 
and another with animals resulting from arT�. There 
were no changes in BP between the grou�s�� but 
the behavior of iSiaH differed de�ending on rearing 
conditions. in �articular�� grooming time�� as well as the 
number of defecations and the number of urinations 
during the test were decreased in both grou�s of 
iSiaH rats born in the SPf animal facility as com�ared 
to iSiaH rats born in the conventional animal facility. 
The behavior of the iSiaH rat offs�ring resulting 
from arT was different from that of the naturally 
born grou��� the EPM test revealed reduced anxiety 
in the former. The results of the �resent study indicate 
that the rearing conditions as well as re�roductive 
technologies affect some behavioral characteristics 
in adult iSiaH rats�� although they develo� arterial 
hy�ertension in all the conditions used in this study.

Key words�� iSiaH rats; blood �ressure; assisted 
re�roductive technologies; behavior.

Современные стандарты в исследованиях на ла�ораторных 
животных направлены на то�� �то�ы ра�отат�� с ла�ораторными 
животными высокого ка�ества�� в �астности со сво�одными от 
специфи�еских патогенов (SPf� мышами и крысами. С другой 
стороны�� вспомогател��ные репродуктивные технологии (ВРт� 
широко испол��зу�тся в современной медицине для ле�ения 
�есплодия �еловека�� а также для создания крио�анков генети�е-
ских ресурсов. В данной ра�оте проведено сравнение массы тела�� 
артериал��ного давления (�Д� и поведения в тесте «приподнятый 
крестоо�разный ла�иринт» (���л� трех групп крыс линии НИС�Г 
(наследственная индуцированная стрессом артериал��ная 
гипертензия��� группа крыс�� рожденных и выращенных в конвен-
ционал��ном виварии�� и двух групп из SPf-вивария (рожденных 
естественным путем и полу�енных путем применения репродук-
тивных технологий�. Разли�ий по вели�ине �Д между исследуе-
мыми группами о�наружено не �ыло�� но выявлены разли�ия 
в поведении крыс линии НИС�Г при разных условиях содержания. 
Время груминга�� а также �исло актов дефекации и уринации 
за время теста �ыло достоверно ниже у крыс о�еих групп�� родив-
шихся в условиях SPf-вивария�� по сравнени� с крысами�� рожден- 
ными в условиях конвенционал��ного вивария. �оведение крыс 
линии НИС�Г�� рожденных при помощи ВРт�� отли�алос�� от 
поведения крыс линии НИС�Г�� рожденных естественным путем. 
тест ���л выявил снижение тревожности у первых. Резул��таты 
данного исследования свидетел��ству�т о том�� �то как условия 
содержания�� так и применение репродуктивных технологий 
влия�т на поведение крыс линии НИС�Г�� при этом гипертензия 
развивается во всех слу�аях.

��л��евые слова�� крысы НИС�Г; артериал��ное давление; 
вспомогател��ные репродуктивные технологии; поведение.
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Традиционно механизмы формирования артериальной 
гипертензии изучают преиму�ественно на специаль-
ных моделях, созданных на лабораторных животных, 

главным образом на гипертензивных линиях крыс �Рагаева 
и др., 2�14��. В ИЦиГ СО РАН путем селекции получена 
линия крыс с наследственной индуцированной стрессом 
артериальной гипертензией �НИСАГ��, физиологические и 
поведенческие характеристики которой достаточно полно 
описаны �Маркель, 1981� Амстиславский, 2���� Рагаева и 
др., 2�14��. Однако до настоя�его времени исследования 
проводили на крысах НИСАГ конвенционального статуса. 
Относительно недавно линия крыс НИСАГ была редери-
вирована и появилась в коллекции ����вивария ИЦиГ СО 
РАН �Амстиславский и др., 2�1���.

Придание ����статуса животным позволяет получать 
более точные результаты исследований, а также умень-
шить число экспериментальных животных в группах 
за счет уменьшения неконтролируемой изменчивости 
�������� �� ���., 1998��. В литературе, однако, имеются дан-
ные о том, что некоторые физиологические и биохимиче�
ские характеристики экспериментальных животных, такие 
как содержание белка фактора роста нервов у мышей и 
некоторые другие, могут изменяться в зависимости от 
того, в каком виварии выра�ивают крыс� в ���� или кон-
венциональном виварии �T���k�, �������, 2�����. С другой 
стороны, вспомогательные репродуктивные технологии 
�ВРТ��, такие как культивирование in vitro в сочетании с 
трансплантацией и криоконсервацией эмбрионов, ши-
роко используют в медицине и биологической науке, но 
отдаленные эффекты по отношению к поведению и фи-
зиологическому статусу потомков изучены недостаточно 
�Рагаева и др., 2�14��.

Задачами данного исследования было сравнить �1�� фи-
зиологические параметры �вес и кровяное давление�� 
и �2�� характеристики поведения у крыс НИСАГ трех раз-
личных групп� родившихся в конвенциональном виварии 
в результате естественного размножения� родившихся 
в ����виварии в результате естественного размножения� 
родившихся в ����виварии в результате ВРТ.

Материалы и методы

Экспериментальные животные
В качестве доноров эмбрионов использовали полово�
зрелых самок крыс НИСАГ �возраст 1���14 нед��. Для 
получения эмбрионов самок крыс спаривали с самцами 
тех же линий и того же возраста. Среднее значение ар-
териального давления �АД�� для самок �� 1�9,� �� 1,1� для 
самцов �� 177,� �� �,9. Животных содержали в стандартных 
условиях конвенционального вивария ИЦиГ СО РАН при 
естественном осве�ении и свободном доступе к сбалан-
сированному корму и воде.

Реципиентами для трансплантации эмбрионов крыс 
линии НИСАГ явились гибриды, полученные путем 
скре�ивания двух инбредных нормотензивных линий 
крыс, ����������w���y и ручных крыс�пасюков �Амстислав�
ский и др., 2�1���. Животные�реципиенты содержались в 
����виварии ИЦиГ СО РАН при круглогодичных стан-
дартных параметрах условий содержания в соответствии 
с требованиями GL�� комфортной температуре 22��24 °�, 

свободном доступе к автоклавированному стандартному 
корму �V1��4����, �����, �o���, Германия�� и очи�енной 
воде, при режиме осве�ения 14 ч день / 1� ч ночь �Ново-
сибирск, Россия��.

Все эксперименты на животных были одобрены ко-
ми��ией по биоэтике Института цитологии и генетики 
�протокол № � от 1�.��.2�11�� и соответствуют Европей�
ской конвенции о за�ите позвоночных животных.

Получение преимплантационных эмбрионов крыс
Проводили контролируемое спаривание самок�доноров 
НИСАГ с самцами той же линии. Определение фертиль-
ного спаривания проводили по наличию сперматозоидов 
в вагинальных мазках согласно стандартной методике 
�Амстиславский, 2�����.

Самок крыс подвергали эвтаназии путем дислока-
ции шейных позвонков. Яйцеводы и матку извлекали 
и промывали средой E��ARE �o������� ������ ���������E��ARE �o������� ������ ��������� �o������� ������ ��������������� ��������� ��������� 
�o�����o� �������o R���o�����o�, США��, как описано ранееСША��, как описано ранее��, как описано ранее 
�Амстиславский и др., 2�1���. Для получения преимплан-
тационных эмбрионов на ранних стадиях дробления �2��4 
бластомера�� эмбрионы вымывали через 72 ч после обна-
ружения сперматозоидов во влагали�ных мазках самок 
крыс ���й день беременности��. Эмбрионы подсчитывали 
и оценивали с использованием микроскопа МБС�1� �Рос-
сия��. Качество эмбрионов оценивали с использованием 
таких критериев, как стадия эмбрионального развития и 
целостность zona pellu�ida ����� �V�� �oo� �� ���., 2�1���� 
число жизнеспособных клеток �E�������� �� ���., 2�����. 
Некачественные эмбрионы отбраковывали, эмбрионы 
хорошего качества промывали в трех каплях среды 
E��ARE™ Ho������ �o�����o� �������o ����o�����o�, США��Ho������ �o�����o� �������o ����o�����o�, США�� �o�����o� �������o ����o�����o�, США���o�����o� �������o ����o�����o�, США�� �������o ����o�����o�, США�� 
и замораживали, как описано ниже.

Замораживание эмбрионов
После эквилибрации в среде E��ARE™ Ho������ �o�����o�E��ARE™ Ho������ �o�����o�™ Ho������ �o�����o�Ho������ �o�����o� �o�����o��o�����o� 
�������o ����o�����o�, США�� с криопротектором глицери-
ном �1� % v/v глицерин �E��ARE, ������o R���o�����o�, 
США���� 1���1� эмбрионов поме�али в пластиковые соло-
мины вместимостью �,2� мл ���yo ��o �y����, Франция��, 
каждая из которых была заполнена тремя порциями 
криопротектора, разделенными двумя воздушными 
пузырьками. Центральная часть содержала эмбрионы. 
Соломины с эмбрионами поме�али в программный замо-
раживатель �L 8 8�� ���yoLo���, Австралия��, охлаждали 
в соответствии со следую�ей программой� от 18 °С до 
��7 °� со скоростью ��1 °С/мин� 1� мин при ��7 °С, сидинг 
через 1 мин� от ��7 °С до ���� °С со скоростью ���,� °С/мин� 
1� мин при ���� °С �� и погружали в жидкий азот при этой 
температуре.

Оттаивание, отмывание 
и культивирование эмбрионов
Эмбрионы крыс размораживали следую�им способом� 
выдерживали в течение 4� с при комнатной температуре, 
а затем поме�али на 4� с в водяную баню при ��,� °�. 
После оттаивания содержимое соломины выдавливали 
на �� мм чашки Петри ��o�����, США��, криопротектор 
удаляли с использованием специальной среды T��w��� 
�y���� �E��ARE, ������o R���o�����o�, США�� при �7 °С.



Effects of re�roductive technologies and SPf status 
on �hysiology and behavior in iSiaH rats

D.S. ragaeva�� T.o. abramova�� i.n. rozh�ova�� E.Yu. Brusentsev�� 
E.V. Kalinichen�o�� T.n. igonina�� S.Ya. amstislavs�y

2015
19 • 4

385Криоархивирование и репродуктивные технологии

После удаления криопротектора эмбрионы, независи-
мо от их качества, последовательно промывали в десяти 
каплях стерильной среды Ho������ �o�����o� �2�� мкл 
E��ARE, ������o R���o�����o�, США�� со сменой стек-
лянных капилляров для стерильного переноса между 
каплями и оценивали визуально при помо�и микроскопа 
�2�� �A �L���� ����o�y������� при увеличении до × 2��. 
Эмбрионы, у которых было разрушено более 2� % блас-
томеров и/или имелись нарушения прозрачной оболочки, 
были отбракованы, остальные поставлены на культиви-
рование in vitro.

Эмбрионы крыс переносили в ранее подготовленные 
и уравновешенные в условиях �O2 инкубатора �����ER 
1����L �Германия�� �� % СО2, �7 °С и 8� % влажности�� 
капли объемом �� мкл со средой для культивирования 
R1E�� ���� 1������� �������� �������� �A��������v�ky �� ���., 
2�1���, покрывали минеральным маслом ������, США�� 
и культивировали в течение 48 ч. Каждые 24 ч оценивали 
стадию развития эмбрионов при помо�и инвертиро-
ванного микроскопа �� ��L LE� �L���� ����o�y�����,�� ��L LE� �L���� ����o�y�����, ��L LE� �L���� ����o�y�����,��L LE� �L���� ����o�y�����, LE� �L���� ����o�y�����,LE� �L���� ����o�y�����, �L���� ����o�y�����,L���� ����o�y�����, ����o�y�����,����o�y�����,, 
Германия�� с увеличением × �� и × 1�� и производили 
фотосъемку. Для трансплантации отбирали эмбрионы, 
достигшие стадии морулы или бластоцисты в течение 
48 ч культивирования.

Трансплантация эмбрионов самкам-реципиентам
Для трансплантации эмбрионов крыс использовали са-
мок�реципиентов ��го дня беременности �считая день 
обнаружения сперматозоидов в вагинальном мазке 1�м 
днем��. Операцию проводили по стандартной методике, 
описанной ранее �Амстиславский и др., 2�1���.

Методы исследования потомков
Исследования проводились на самцах из трех экспери-
ментальных групп� НИСАГ из конвенционального ви-
вария �n = ���, НИСАГ из ����вивария �n = 1��� и НИСАГ 
in vitro �� группа потомков, родившихся после культивиро-
вания эмбрионов in vitro и трансплантации �n = 7��.

Взвешивание
Взвешивание животных производили в возрасте 2 мес. 
на весах ��o����o ���2��1 � �O���� �o��o����o�, США�� 
� точностью измерений �,1 г.

Измерение артериального давления
Измерение артериального давления производили у крыс 
в возрасте 2 мес. сфигмографическим методом при по�

мо�и манжеты, надеваемой на хвост и соединенной с дат-
чиком давления E����� ���o������ ЕМТ��1� �Швеция��, со-
гласно ранее описанной методике �Амстиславский, 2�����.

Поведенческие тесты
Для тестирования поведения использовали �приподнятый 
крестообразный лабиринт� �ПКЛ��. Тест заключался в сле-
дую�ем� тестируемое животное поме�али в лабиринт, 
состоя�ий из симметрично расположенных 2 закрытых 
и 2 открытых рукавов. В течение пятиминутного тестиро-
вания фиксировались следую�ие параметры поведения, 
являю�иеся обязательными при проведении данного 
теста �Ro�����, �o���, 1994��� об�ее число заходов в откры-
тые и закрытые рукава� время, проведенное в открытых 
и закрытых рукавах. Дополнительно оценивали число 
заходов в центр установки, время пребывания в центре, 
число вертикальных стоек, время, проведенное в стойках, 
число мочевых меток и актов дефекации, а также число 
и продолжительность актов груминга.

Статистический анализ
Результаты исследования физиологических и поведенче�
ских показателей сравнивали с использованием ��кри-
терия Манна �� Уитни. Результаты при p < �,�� считали 
статистически значимыми. Данные были проанализирова-
ны с использованием стандартного пакета программного 
обеспечения �TAT���T���A V 8.� ������o��, ������.

Результаты
Сравнение физиологических характеристик, таких 
как масса тела и АД �табл. 1��, показало, что у самцов 
НИСАГ масса тела в возрасте 2 мес. при содержании 
в ��� условиях достоверно выше, чем при содержании 
в конвенциональном виварии �p < �,����. В то же время 
на такую характеристику, как АД, условия содержания 
не повлияли.

В табл. 2 приведены результаты тестирования пове-
дения в тесте ПКЛ крыс линии НИСАГ, выра�енных 
в условиях конвенционального и ����вивариев. Основные 
различия животных ����статуса �как группы рожденных 
после естественного спаривания, так и группы, полу-
ченной после применения репродуктивных технологий�� 
заключались в уменьшении времени груминга �p < �,��� 
p < �,�1��. Следует особо обратить внимание, что при этом 
число актов груминга оставалось примерно одинаковым. 
У животных обеих групп, полученных в ����виварии, 
были также достоверно снижены показатели дефекации 

таблица 1. �асса тела и артериал��ное давление крыс исследуемых групп в возрасте 2 мес.

Группа (самцы� �асса тела�� г �ртериал��ное давление�� мм рт. ст. мм рт. ст.мм рт. ст. рт. ст.рт. ст.. ст.ст.

НИС�Г конвенционал��ные конвенционал��ныеконвенционал��ные 231��0 ± ���2 (��0 ± ���2 ( ± ���2 (��2 (2 (n = 5�= 5� 5�5� 1�1��6 ± 4��4 (��6 ± 4��4 (6 ± 4��4 (��4 (4 (n = 5�= 5� 5�5�

НИС�Г SPf 25���0 ± 4��5 (��0 ± 4��5 ( ± 4��5 (��5 (5 (n = 10�= 10� 10�10�* 165��0 ± 5��5 (��0 ± 5��5 ( ± 5��5 (��5 (5 (n = 10�= 10� 10�10�

НИС�Г in vitro 251��� ± 15��� (��� ± 15��� (� ± 15��� ( ± 15��� (15��� (��� (� ( (n = �� 1�0��� ± 9��0 ( ± 9��0 (9��0 (n = ��

В ско�ках указано �исло животных в исследуемых группах. * p < 0��05 по сравнени� с конвенционал��ными животными. НИС�Г – линия крыс с наслед-
ственной индуцированной стрессом артериал��ной гипертензией. SPf (s�ecified �athogen free� озна�ает отсутствие видоспецифи�ных патогенных 
микроорганизмов.
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�p < �,�1�� и уринации �p < �,�1��. Таким образом, по этим 
трем важным показателям теста ПКЛ крысы НИСАГ 
обеих групп, рожденные в условиях ����вивария, от-
личались от конвенциональных животных в сходном 
направлении.

Однако по такому ключевому для данного теста пока-
зателю, как время, проведенное в открытых рукавах ла-
биринта, крысы из группы, полученной посредством ВРТ 
�НИСАГ in vitro��, отличались от крыс НИСАГ ����статуса. 
Крысы именно этой группы проводили в открытых ру-
кавах более чем в два раза больше времени �p < �,���� по 
сравнению с крысами, рожденными естественным путем 
в ����виварии �табл. 2��.

Обсуждение
В данном исследовании были обнаружены различия 
некоторых форм поведения при сравнении крыс НИСАГ 
����статуса и животных этой же линии конвенциональ-
ного статуса, в частности это касалось различий в дли-
тельности груминга, а также показателей дефекации 
и уринации. Результаты исследования поведения крыс 
НИСАГ в тесте ПКЛ показывают, что у конвенциональ-
ных животных процент времени груминга был повышен, 
при этом число актов груминга оставалось примерно 
одинаковым, что позволяет предположить, что крысы из 
конвенционального вивария гораздо ча�е демонстрируют 
так называемый �длительный� груминг �т. е. умывание не 
только головы и лап, но и всего тулови�а��. �Длительный� 
груминг в отличие от �кратковременного� не является 
стрессорным поведением для грызунов, а служит именно 
для очистки тела �Калуев, 2�����. Повышение процента 
времени именно �длительного� груминга у крыс конвен-
ционального вивария вполне объясняется наличием у них 
патогенной микрофлоры.

Повышение числа актов дефекации и уринации у кон-
венциональных животных позволяет говорить о более 
высокой эмоциональности данной группы. Уровень 
дефекации напрямую отображает соотношение процес-
сов возбуждения и торможения в вегетативной нервной 

системе �Маркель, 1981��. Ранее в исследовании на мышах 
было показано, что наличие патогенов само по себе может 
влиять на некоторые виды поведения, характеризую�ие 
состояние тревожности �Ly�� �� ���., 2�����. Можно предпо-
ложить, что присутствие патогенного окружения делает 
конвенциональных животных более эмоциональными, 
что отражается в более высоких показателях дефекации 
и уринации в этой экспериментальной группе. С другой 
стороны, известно, что структура эпителия кишечника 
отличается у крыс, выра�енных в условиях конвен-
ционального вивария и полностью свободных от всех 
патогенов ������������ �A����� �� ���., 19����. Кроме того, 
было показано, что животные ����статуса также имеют 
различия в структуре кишечника, а именно� меньшую 
длину ворсин и менее глубокие крипты по сравнению 
с конвенциональными ������k�, 197���. Таким образом, 
придание ����статуса может изменять функциональные 
характеристики кишечного тракта ������� �� ���., 199���, 
и именно это обстоятельство может быть причиной 
уменьшения показателей дефекации у животных двух 
групп НИСАГ, рожденных в условиях ����вивария, по 
сравнению с конвенциональными животными.

Масса тела крыс из ����вивария была достоверно 
повышена по сравнению с конвенциональными �� это 
связано, скорее всего, с различиями в диете. Более того, 
известно, что ����животные набирают вес быстрее, чем 
конвенциональные ������k�, 197���. Артериальное давление 
животных этих двух групп не отличалось, хотя имела 
место небольшая тендеция к уменьшению показателей АД 
у животных ����статуса. Можно было бы предположить, 
что животные из конвенционального вивария испытывают 
больший стресс в условиях наличия патогенной микро-
флоры, чем животные ����вивария, и это может влиять 
на выраженность гипертензии у стресс�сенситивной 
линии гипертензивных крыс НИСАГ. Действительно, 
в исследованиях на мышах было показано, что наличие 
патогенной микрофлоры меняет некоторые виды стресс�
реактивности �G����� �� ���., 2�11��. Тем не менее досто-
верных различий по показателям артериального давления 

таблица 2. �оведение в тесте «приподнятый крестоо�разный ла�иринт» крыс исследуемых групп

�араметр
Группа крыс НИС�Г (самцы�

конвенционал��ные (n = 5� SPf (n = 10� in vitro (n = ��

О�щее �исло заходов в рукава 6��� ± 2��0 6��� ± 0��� 6��� ± 0��5

Заходы в открытые рукава�� % 3���� ± 12��2 39��3 ± 1��4 4���2 ± 3��3

Время�� проведенное в открытых рукавах�� % 1���2 ± 6��4 1���5 ± 3��4 43��4 ± ���6x

Число вертикал��ных стоек (rearing� 11��4 ± 1��6 15��9 ± 1��� 9��� ± 1��3

Время в стойках (rearing��� с 23��0 ± 2��9 31��0 ± 3��6 20��� ± 3���

Число актов груминга 3��2 ± 0��� 2��� ± 0��3 1��� ± 0��4

О�щее время груминга�� с 61��2 ± 12��0*�� ** 24��1 ± 3��� 23��1 ± ���3

Число актов дефекации 5��4 ± 0��9## 0 0��4 ± 0��3

Число актов уринации 12��2 ± 2���## 2��0 ± 0��4 3��6 ± 0��4

х p < 0��05 по сравнени� с НИС�Г SPf. * p < 0��05 по сравнени� с НИС�Г in vitro. ** p < 0��01 по сравнени� с НИС�Г SPf. ## p < 0��01 по сравнени� с НИС�Г 
SPf и НИС�Г in vitro. НИС�Г – линия крыс с наследственной индуцированной стрессом артериал��ной гипертензией. SPf (s�ecified �athogen free� озна-
�ает отсутствие видоспецифи�ных патогенных микроорганизмов.
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мы не обнаружили ни в одной из исследованных групп. 
Артериальное давление у крыс линии НИСАГ является ге-
нетически обусловленной, полигенной характеристикой, 
которая при высокой генетической предрасположенности 
развивается практически при любых внешних условиях 
�Амстиславский, 2�����.

Животные из группы НИСАГ in vitro в тесте ПКЛ демон�
стрировали более низкий уровень тревожности �больше 
времени проводили в открытых рукавах�� в сравнениисравнении 
с группой из ����вивария� по другим параметрам жи-
вотные этой группы не отличались от крыс ����статуса, 
рожденных естественным путем. Феномен снижения 
тревожности у животных после культивирования и транс-
плантации уже наблюдался в экспериментах на мышах 
�E�k�� �� ���., 2��4��. Отметим, что такой же эффект в тесте 
ПКЛ был замечен у крыс с повреждением структуры 
гиппокампа �Kj�������� �� ���., 2��2��, что позволяет предпо-
ложить, что процедура культивирования каким�то образом 
нарушает нормальное функционирование гиппокампа.

В данной работе не обнаружены изменения величины 
артериального давления в зависимости от патогенного 
фона и применения ВРТ, но выявлены изменения в по-
ведении на крысах линии НИСАГ с гипертонией при 
разных условиях содержания �конвенциональные и �����. 
Впервые было исследовано поведение потомков крыс 
линии НИСАГ после процедур ВРТ �культивирования 
и трансплантации�� и показано снижение тревожности 
по результатам тестирования в приподнятом крестооб-
разном лабиринте.
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conducting and automating 
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The water Morris maze is the basic test to study the 
s�atial ability to learn as well as s�atial memory in 
laboratory rodents. it is a �art of a series of tests 
necessary for behavioral �henoty�ing of mutant 
and transgenic mice. at the same time�� conducting 
this test in SPf conditions must com�ly with very 
strict regulations concerning �athogen control. 
a white animal on the surface of whitened water 
is low contrast and this does not allow the animal 
to be traced automatically�� which re�resents yet 
another major �roblem. a unique installation based 
on EthoStudio has been develo�ed at the institute 
of cytology and Genetics SB raS and the institute of 
automation and Electrometry SB raS. This installation 
automates the �rocess of tracing mice of any coat 
color in SPf conditions. This includes a setu� to 
install a �lastic water reservoir (110 × 40 cm��� a digital 
camera and a light source. water to fill the reservoir 
was sterilized using a Van Er� Blue lagoon UV-c Tech 
15 000 ultraviolet decontaminator. The image of an 
animal was �rocessed in a frame-by-frame fashion 
using the EthoStudio �rogram�� with the following 
�arameters calculated�� latent release time�� route 
covered�� cumulative distance to the �latform and 
the time s�ent in the reservoir sectors. with this 
installation�� we were able to study the s�atial ability to 
learn and s�atial memory in mice of the c5�Bl/6 strain 
and in mice of the c5�Bl/6/Kaiso strain develo�ed on 
the c5�Bl/6 bac�ground�� with the gene encoding the 
methyl-Dna binding Kaiso �rotein �noc�ed-out. it has 
been demonstrated that mice of these strains are able 
to learn to find the �latform in the water Morris maze 
and have the location of the �latform in their memory 
for at least the next four days.

Key words�� water Morris maze; s�atial memory; 
measurement automation; �noc�out mice.

«Водный ла�иринт �орриса» является основным тестом для 
изу�ения пространственного о�у�ения и памяти у ла�ораторных 
грызунов. Он входит в �атаре� тестов�� о�язател��ных для 
поведен�еского фенотипирования мутантных и трансгенных 
мышей. В то же время проведение данного теста в условиях 
SPf-вивария вес��ма затруднено жесткими тре�ованиями 
контроля патогенов. Другой про�лемой при проведении теста 
является низкая контрастност�� �елого животного на фоне 
за�еленной поверхности воды�� �то делает невозможным его 
автомати�еску� трассировку. В Институте цитологии и генетики 
СО Р�Н и Институте автоматики и электрометрии СО Р�Н на �азе 
EthoStudio �ыла разра�отана уникал��ная установка�� позволя�щая 
автоматизироват�� трассировку мышей л��ого окраса в условиях 
SPf-вивария. Эта установка вкл��ала стенд для пластикового 
�ака (110 × 40 см� для воды�� цифровой видеокамеры и системы 
освещения. Воду для заполнения �ака стерилизовали с помощ��� 
ул��трафиолетового о�еззараживателя Van Er� Blue lagoon UV-c 
Tech 15 000. Изо�ражение животного покадрово о�ра�атывалос�� 
программой EthoStudio�� и вы�ислялис�� такие параметры�� как 
латентное время осво�ождения�� пройденный пут���� кумулятивное 
расстояние до платформы и время нахождения в секторах �ака. 
С помощ��� созданной установки �ыли изу�ены пространственное 
о�у�ение и памят�� у мышей линии c5�Bl/6 и созданной на ее �азе 
линии c5�Bl/6/Kaiso с нокаутом гена�� кодиру�щего метил-ДН�� 
связыва�щий �елок Kaiso. Было показано�� �то мыши этих линий 
спосо�ны о�у�ат��ся находит�� платформу в водном ла�иринте 
�орриса и помнят положение платформы�� по крайней мере�� 
в те�ение последу�щих �етырех дней.

��л��евые слова�� водный ла�иринт �орриса; пространственная 
памят��; автоматизация измерений; нокаутные мыши.
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Обучение �� сложный процесс формирования нового 
поведения, и его изучение является очень важ-
ным для понимания функционирования нервной 

системы. Водный лабиринт Морриса �ВЛМ�� является 
одной из основных моделей изучения пространственной 
памяти и процесса обучения у лабораторных грызунов. 
ВЛМ входит в батарею тестов, обязательных для пове-
денческого фенотипирования мутантных и трансгенных 
мышей ����w���y, 2��8��. Кроме того, этот тест широко 
используется для изучения нарушений обучения, памяти 
и механизма их фармакологической коррекции ��’Hoo���, 
�� ��y�, 2��1��. ВЛМ широко используется для изучения 
нейропротекторного действия нейротрофических фак-
торов �T���o� �� ���., 1999� ������ �� ���., 2���� ��������� �� ���., 
2���� 2��4� K����kov �� ���., 2�14��.

ВЛМ представляет собой цилиндрический бассейн, 
заполненный подкрашенной водой и виртуально разде-
ленный на четыре сектора. В середину одного из секторов 
�первый, или целевой, сектор�� поме�ают платформу, верх�
няя поверхность которой находится под водой на глубине 
�,� см и не видна животному. Тест включает два прото-
кола� обучение и проверку. В процессе обучения мышь 
в течение нескольких последовательных дней обучают 
находить платформу и выбираться из воды, используя 
ближние ориентиры, дальние ориентиры или запоминая 
последовательность движений ��’Hoo���, �� ��y�, 2��1��. 
Успешность обучения оценивают по уменьшению таких 
параметров, как латентное время спасения на платформе, 
расстояние, пройденное от места поме�ения в воду до 
платформы, и кумулятивная дистанция между центром 
мыши и платформой �G���������� �� ���., 199�� ����� �� ���., 
2���, 2��9��. Если животное запомнило положение плат-
формы, то во время проверки, когда платформу убирают, 
она большее время будет находиться в целевом секторе 
��’Hoo���, �� ��y�, 2��1��.

В последнее время широкое распространение получила 
автоматическая трассировка переме�ения животного 
с помо�ью присоединенной к компьютеру цифровой 
видеокамеры, которая является более точным и объек-
тивным методом изучения поведения, чем визуальная 
регистрация ��o����� �� ���., 2��1� ����k �� ���., 2��1��. 

Автоматическая трассировка движения животного 
в ВЛМ сопряжена с рядом технических трудностей. Пер-
вая трудность обусловлена низким контрастом животного 
на фоне забеленной поверхности воды. Регистрация в про-
ходя�ем свете является одним из решений этой проблемы 
�Куликов и др., 2��7� K����kov �� ���., 2��8��. Однако большие 
вес и пло�адь бака с водой затрудняют использование 
проходя�его осве�ения. Наконец, в условиях ����вива-
рия вода не должна содержать бактерии, а использование 
специальных антибактериальных фильтров значительно 
повышает стоимость эксперимента. 

Поведенческое фенотипирование мутантных и транс-
генных мышей является важнейшей задачей исследований 
по нейрогенетике поведения ����w���y, 2��8��. Белок Каизо 
является одним из факторов транскрипции, который узна-
ет метилированные цитозины в молекуле ДНК, связыва-
ется с ними и подавляет транскрипцию генов �Yoo� �� ���., 
2�����. Мыши с нокаутом гена Kaiso ���7�L/�/K���o, KO�� 
отличаются от мышей дикого типа ���7�L/�, WT�� повы-

шенной двигательной и исследовательской активностью 
в тесте �открытое поле� и сниженным временем депрес-
сивно�подобной неподвижности в тесте �принудительное 
плавание� �Коростина, Куликов, 2�1���.

Целью данной работы являются разработка установки 
для проведения теста ВЛМ с регистрацией в проходя-
�ем свете, соответствую�ей требованиям ����вивария, 
и изучение влияния нокаута гена Kaiso на обучение и про-
странственную память мышей. 

Материалы и методы

Животные
Исследования проводили в Центре генетических ресур-
сов лабораторных животных ФГБНУ �Федеральный 
исследовательский центр Институт цитологии и генетики 
СО РАН� �R��E����1914X���� и R��E����2114X��1���. 
Опыты проводили на половозрелых самцах мышей ли-
ний ��7�L/� �WT, n = 9�� и ��7�L/�/K���o �KO, n = 9��. 
Линия ��7�L/� была выбрана потому, что она наиболее 
часто используется при создании большинства мутантных 
и трансгенных линий мышей, в том числе и при созда-
нии линии ��7�L/�/K���o. Линия ��7�L/�/K���o была 
выведена Е.Б. Прохорчуком ���ok�o����o�k �� ���., 2����� 
и получена в ����виварий ИЦиГ СО РАН из питомника 
лабораторных животных РАН �Пу�ино� �г. Пу�ино, Рос-
сия��. Все животные были в возрасте 11 недель и весили 
2� �� 1 г. С момента отсадки от матерей мышей содержали 
в группах по � особей в индивидуально вентилируемых 
пластиковых клетках �T�����������, Италия�� при регулиру-
емом 14�часовом осве�ении, температуре 2� °С и влаж-
ности �� %. Полноценный корм и воду они получали 
без ограничения. За два дня до эксперимента животных 
рассаживали в отдельные вентилируемые клетки того 
же размера для снятия группового эффекта. Все экспе-
рименты проводили во время сумерек и начала ночной 
фазы �1������18�����. Содержание мышей и все экспери-
ментальные процедуры были выполнены в соответствии 
с международными правилами обра�ения с животными 
�Директива 8�/��9 Европейского сооб�ества от 24 дека-
бря 198� г.�� и одобрены комиссией по биоэтике Института 
цитологии и генетики СО РАН. 

Установка 
Для тестирования поведения использовался програм�
мно�аппаратный комплекс E��o�����o, созданный в ФГ-
БУН �Институт автоматики и электрометрии СО РАН� 
и адаптированный для ����вивария. Экспериментальная 
установка состояла из металлического стенда �12� ×  
12� × 22� см��, на котором крепилась полка �12� × 12� см�� 
из прозрачного оргстекла тол�иной 1� мм с круглым 
бассейном �11� × �� см�� из матового полихлорвинила. 
Бассейн осве�али через матовое дно двумя галогеновыми 
лампами �� Вт каждая, расположенными на расстоянии 
�� см под дном бассейна �рис. 1��. В бассейн наливали 
воду �температура 2� °С��, которая проходила предвари-
тельную стерилизацию при помо�и ультрафиолетового 
обеззараживателя V�� E�� ����� L��oo� �V�� T��� 1� ���, 
до отметки 1� см и подкрашивали ее в белый цвет при 
помо�и автоклавированного сухого молока. Поверхность 
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бассейна была виртуально разделена на четыре сектора. В геометрический 
центр нижнего правого сектора �первый, или целевой, сектор�� поме�али 
стеклянную платформу диаметром � см, верхняя поверхность которой была 
скрыта на �,� см под водой и невидима для мыши. На ближайшую к платформе 
стенку бассейна �напротив платформы�� наклеивался темный квадрат � × 12 см, 
который служил внешним ориентиром.

Протокол тестирования
Тест состоял из двух частей� обучения и проверки. В течение последовательных 
4 дней мышь обучали находить платформу. Ежедневное обучение включало 
� попытки с интервалом �� с. В ходе этих попыток животное последователь-
но поме�али в различные секторы� второй, третий и четвертый �по часовой 
стрелки от целевого��. Движения животного в течение минуты регистрировали 
цифровой видеокамерой, расположенной на высоте 22� см от пола и присо-
единенной к компьютеру через ����интерфейс. Свет, проходя через тол�у 
воды в бассейне, попадал в объектив цифровой видеокамеры. Мышь любого 
окраса выглядела, как темный силуэт на ярком фоне. Если мышь не находила 
платформу, ее принудительно поме�али на нее. В любом случае животное 
оставалось на платформе не менее 1� с. 

Трассировку проводили в режиме реального времени с одновременной 
записью в компрессированный видеофайл с помо�ью программы E��o�����o 
�Куликов и др., 2��7� K����kov �� ���., 2��8��, которая последовательно анализи-
ровала кадры изображения, находила ассоциированные с мышью пиксели 
и вычисляла следую�ие показатели� 1�� латентное время освобождения �с��, 
в течение которого мышь находила платформу и забиралась на нее� 2�� путь 
�см��, который животное проходило от места поме�ения в воду до платфор-
мы� ��� кумулятивную дистанцию между центром мыши и платформой �см��, 
которую вычисляли как сумму всех расстояний между геометрическим цен-
тром мыши и центром платформы. Если животное не находило платформы, 
то значение латентного времени принимали равным �� с. Для каждого дня 
вычисляли средние значения латентного времени, пройденного пути и куму-
лятивной дистанции по � попыткам. Эффективность обучения оценивали по 
уменьшению значений этих трех показателей.

На ��й день проводили проверку 
пространственной памяти. Для этого 
платформу убирали и животное три 
раза с интервалом �� с поме�али 
в центр бассейна и в течение ми-
нуты трассировали его движения. 
С помо�ью карты распределения 
ассоциированных с животным пик-
селей определяли время нахождения 
в каждом из секторов �%�� и вычисля-
ли средние значения для � попыток. 
Статистически значимое превыше-
ние времени нахождения в целе-
вом секторе над случайным �2� %�� 
свидетельствовало о том, что мышь 
помнит расположение платформы. 
Для оценки длительности удержания 
следов памяти проверку повторяли 
через 4 дня.

Статистика
Значения показателей для каждого 
животного представляли как сред�
нее �� ошибка средней. Значения 
латентного времени, пройденного 
пути и кумулятивной дистанции 
в различные дни обучения анализи-
ровали двухфакторным A�OVA для 
зависимых наблюдений �дни�� с по�
следую�им �o�� �o� сравнением по 
Фишеру. Значения времени в целевом 
секторе при проверке сравнивали со 
случайным �2� %�� с помо�ью t�кри-
терия Стьюдента. 

Результаты 
Мыши обеих линий демонстрирова-
ли похожую хорошую обучаемость 
в ВЛМ. Уже на ��й день обучения 
8 из 9 протестированных животных 
каждой линии достоверно снижали 
латентное время, пройденный путь 
и кумулятивную дистанцию до плат-
формы по сравнению с 1�м днем 
�таблица, рис. 2��. Эти сниженные 
значения сохранялись и на 4�й день 
обучения �рис. 2��. В то же время по 
одной мыши от каждой линии ни разу 
не смогли найти платформу.

В ходе проверки запоминания 
положения платформы на ��й день 
8 из 9 мышей каждой линии, кото-
рых обучили находить платформу, 
помнили ее местоположение� время 
их нахождения в целевом секторе 
достоверно отличалось от случай-
ного �2� %�� �рис. �, 4��. Более того, 
они демонстрировали предпочтение 
целевого сектора через 4 дня после 
проверки �рис. 4��.

6

рис. 1. О�щий вид Вл� для трассировки животных в проходящем свете. 
1 – видеокамера; 2 – �лижний ориентир; 3 – ул��трафиолетовый о�истител��; 4 – �ассейн;  
5 – комп���тер; 6 – лампа.
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Эффекты факторов «генотип»�� «время о�у�ения» и их взаимодействия при сравнении динамики о�у�ения мышей wT и Ko 
в Вл� с помощ��� двухфакторного anoVa

�оказател�� Генотип Дни о�у�ения Взаимодействие

латентное время F1��16 < 1 F3��4� = 13��5��� р = 0��000002 F3��4� < 1

�ройденный пут�� F1��16 < 1 F3��4� = 1���1�� р < 0��000001 F3��4� < 1

��умулятивная дистанция F1��16 < 1 F3��4� = 12��93�� р = 0��000003 F3��4� < 1

рис. 2. Динамика изменения латентного времени�� пройденного пути и кумулятивной дистанции до платформы в процессе о�у�ения мышей 
wT и Ko в Вл�.
* p < 0��05; ** p < 0��01; *** p < 0��001 по сравнени� с первым днем.

При проверке у мышей WT была 
выявлена достоверная негативная 
корреляция �� = ���,79, p < �,���� меж-
ду латентным временем на 4�й день 
обучения и временем в целевом сек�
торе на ��й день, тогда как у мышей 
KO такой корреляции выявлено не 
было �� = ���,�, p > �,����. 

Обсуждение
Была создана уникальная установка 
для автоматической трассировки 
мышей в тесте ВЛМ с обра�енным 
осве�ением. Конструкция установки 
позволяет выдерживать вес бассейна 
с водой �2�� кг��. УФ�обеззаражи-
ватель воды V�� E�� ����� L��oo� 
�V�� T��� 1� ��� позволяет быстро 
и дешево получить большую массу 
лишенной микробов воды. Измерение 
в проходя�ем свете значительно уве-
личивает контрастность изображения 
и обеспечивает эффективную автома-
тическую трассировку животного.

В наших предыду�их исследова-
ниях мы не использовали внешние 
ориентиры. Мышей поме�али в во-
ду в фиксированной точке, и они 
находили платформу, ориентируясь 
только на сформированную в своем 
мозгу пространственную карту ВЛМ 

�Хоцкин и др., 2�14� K����kov �� ���., 2�14� ������ko �� ���., 2�14��. Было отме-
чено, что при таком протоколе теста мыши обучаются медленно и для иссле-
дованных линий четырех дней было явно мало для запоминания положения 
платформы. Кроме того, поскольку мышей поме�али в воду всегда на границе 
���� и ������ секторов, при проверке возникала значительная ошибка, связанная 
с распределением времени нахождения животного в секторах �K����kov �� ���., 
2�14��. Это создавало затруднения при использовании классического критерия 

рис. 3. траектория движения и плотност�� нахождения мыши (wT� в секторах Вл� во время 
проверки на 5-й ден�� после о�у�ения. 
Слева – траектория движения животного�� которое успешно о�у�илос�� в те�ение �етырех дней 
и помнит место платформы. Справа – траектория животного�� которое не помнит место платфор-
мы и слу�айно исследует все секторы. В процессе о�у�ения платформа располагалас�� в правом 
нижнем (целевом� секторе. 
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рис. 4. Время в секторах Вл� у мышей wT и Ko во время первой проверки на 5-й ден�� (а� и второй проверки на 9-й ден�� после о�у�ения (б�. 
* p < 0��05; ** p < 0��01; *** p < 0��001 по сравнени� со слу�айным нахождением в секторе (25 %�.

запоминания �� времени в целевом секторе. Создавалось 
впечатления, что мыши многих линий не помнят место 
платформы.

В данном исследовании мы разработали другую стра-
тегию, которая включала внешний ориентир �темный 
прямоугольник, наклеенный на стенку бассейна напротив 
платформы��. Во время обучения мышей поме�али в воду 
в разных точках бассейна. В то же время при проверке мы-
шей поме�али в центр бассейна, что позволяло избежать 
влияния начальной точки на предпочтение животными 
конкретного сектора.

Такая измененная стратегия обучения �1�� позволи-
ла улучшить ее динамику �� около 9� % мышей линии 
��7�L/� уверенно находили платформу уже на ��й день 
обучения �� и �2�� показала, что мыши линии ��7�L/� 
хорошо помнят место платформы на ��й и 9�й дни после 
обучения и и�ут ее в соответствую�ем секторе. Это, 
по�видимому, произошло потому, что мыши в процессе 
обучения смогли связать внешний ориентир с положени-
ем платформы. У мышей ��7�L/� наблюдалась хорошая 
корреляция динамики обучения с памятью� мыши, кото-
рые быстрее находили платформу в процессе обучения 
�меньшее латентное время��, больше времени проводили 
в целевом секторе во время проверки на ��й день.

Разработанная установка, программное обеспечение 
и протокол теста были использованы для выяснения влия-
ния нокаута гена Kaiso на способности мышей к обучению 
и запоминанию в ВЛМ. В статье, опубликованной в этом 
номере �Коростина, Куликов, 2�1���, показано, что мыши 
с нокаутом гена Kaiso �KO�� более подвижны в тестах �от-
крытое поле� и �приподнятый крестообразный лабиринт� 
по сравнению с животными WT. В данном эксперименте 
мы не нашли каких�либо достоверных отличий между мы-
шами KO и WT по динамике обучения и по способности 
к запоминанию места платформы в ВЛМ. Способности 
к обучению и памяти обычно связывают с нейронами 
коры и гиппокампа ������k���, �o���, 2�1�� �o���, �o���, 

2�14� �o��� �� ���., 2�1���. Поэтому отсутствие эффекта 
нокаута гена Kaiso на обучение и память мышей KO поз-
воляет предположить, что данный нокаут не затрагивает 
нейроны гиппокампа. 

Таким образом, разработанная установка позволяет 
изучать механизмы обучения и пространственной памяти 
в ВЛМ в условиях ����вивария с последую�им возвра-
�ением животных в комнату содержания без опасности 
заражения как экспериментальных, так и содержа�ихся 
там других животных. Разработанное программное 
обеспечение полностью автоматизирует вычисление 
всех необходимых параметров, что соответствует требо-
ваниям высокой точности и объективности измерения. 
Предложенный протокол обучения и проверки исключает 
влияние начального положения животного на результаты 
обучения и память. Установка, программное обеспече-
ние и протокол теста используются для поведенческого 
фенотипирования мутантных и трансгенных животных 
в условиях ����вивария. 
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The tumor necrosis factor (Tnf� is a cyto�ine exerting 
both homeostatic and �atho�hysiological roles 
in the central nervous system (cnS�. it has been 
demonstrated that Tnf �lays roles in such diseases as 
alzheimer’s disease�� Par�inson’s disease and multi�le 
sclerosis. nevertheless�� the role of Tnf in the cnS 
under normal �hysiological conditions is �oorly 
studied. a novel mouse strain with Tnf deficiency 
(TnfKo� was develo�ed in S.a. nedos�asov’s labora-
tory of Engelhardt institute of Molecular Biology 
of the russian academy of Sciences on the c5�Bl/6 
(wT� bac�ground. in our study�� we com�ared 
the behavior of TnfKo and wT adult mice in a battery 
of tests�� o�en-field�� elevated �lus-maze and the forced-
swim test. we showed that Tnf deficiency had no 
effect on locomotor activity or ex�loration in the o�en- 
field test. at the same time�� in this test�� TnfKo mice 
s�ent more time in the center of the arena�� but had 
a higher level of defecation and lower rearing duration. 
This result indicates that�� in the o�en-field conditions�� 
TnfKo mice show disorientation rather than anxiety-
li�e behavior. There were no differences between 
TnfKo and wT in anxiety level in the elevated �lus-
maze test or in de�ressive-li�e behavior in the forced-
swim test. These data suggest that Tnf deficiency 
leads to changes in neurofunctional interactions that 
alter the mouse res�onse to mild stress in the o�en-
field test.

Key words�� tumor necrosis factor; �noc�out mice; 
o�en-field; elevated �lus-maze; forced-swim test.

Фактор некроза опухоли (ФНО� – это цитокин�� о�лада�щий 
как патологи�еской�� так и гомеостати�еской функцией в цен-
трал��ной нервной системе (ЦНС�. �оказано у�астие ФНО 
в механизме таких за�олеваниях�� как �олезн�� �л��цгеймера�� 
�аркинсона и рассеянный склероз. тем не менее рол�� ФНО 
в ЦНС в нормал��ных физиологи�еских условиях изу�ена сла�о. 
В Институте молекулярной �иологии им. В.�. Энгел��гардта Р�Н 
группой С.�. Недоспасова �ыла создана линия мышей с нокаутом 
по ФНО (TnfKo� на основе генома линии c5�Bl/6 (wT�. В нашей 
ра�оте мы сравнивали поведение половозрелых самцов TnfKo 
и wT в стандартной �атарее тестов�� вкл��а�щей «открытое поле»�� 
«приподнятый крестоо�разный ла�иринт» и «принудител��ное 
плавание». �ы показали�� �то дефицит ФНО не влияет на двига-
тел��ну� активност�� и исследовател��ское поведение мышей 
в тесте «открытое поле». тем не менее в этом тесте мыши TnfKo 
�ол��ше времени проводили в центре арены по сравнени� с мы-
шами wT�� но при этом имели выше уровен�� дефекаций и ниже 
длител��ност�� стоек. Этот резул��тат свидетел��ствует о том�� �то 
легкий стресс в тесте «открытое поле» скорее дезориентирует 
мышей TnfKo�� �ем вызывает у них тревогу. Не �ыло о�наружено 
разли�ий по выраженности тревожности в тесте «приподнятый 
крестоо�разный ла�иринт» и депрессивно-подо�ного поведе-
ния в тесте «принудител��ное плавание» между мышами этих 
линий. �олу�енные данные позволя�т предположит���� �то 
отсутствие данного цитокина вле�ет за со�ой изменения в нейро-
функционал��ных взаимодействиях�� �то приводит к изменени� 
у мышей ответа на легкий стресс в тесте «открытое поле».

��л��евые слова�� фактор некроза опухоли; нокаутные мыши; 
открытое поле; приподнятый крестоо�разный ла�иринт; 
принудител��ное плавание.
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Фактор некроза опухоли �ФНО�� �� это белок, отно-
ся�ийся к группе провоспалительных цитокинов, 
выполняю�ий различные функции в организме 

��������y, 2��8� K����� �� ���., 2�12� �o���o���y, �ow���, 
2�12��. ФНО на периферии организма синтезируется 
преиму�ественно активированными макрофагами и 
Т� лимфоцитами ��������y, 2��8��, в центральной нервной 
системе �� резидентными иммунными клетками, микро�
глией, астроцитами, а также клетками некоторых нейро-
нальных популяций �L� �� ���., 2��8� ���oy, T����y, 2��8��. 
ФНО участвует в за�ите организма от бактериальных, 
вирусных и паразитических инфекций ��������y, 2��8��, 
а также вместе с интерлейкином�1 и интерлейкином�� 
обуславливает синдром больного при воспалительных 
процессах �����z��, 2��1��. Помимо участия в ответе на 
патогены, ФНО играет роль в развитии и формировании 
центральной нервной системы, в синаптической передаче, 
нейрогенезе во взрослом организме ��o���o���y, �ow���, 
2�12��. Кроме того, ФНО представляет интерес в качестве 
мишени для фармакологического воздействия при таких 
заболеваниях, как болезнь Альцгеймера, Паркинсона и 
рассеянный склероз ��o���o���y, �ow���, 2�12��. 

Нокаут животных по какому�либо гену является удоб-
ной моделью для изучения роли продукта этого гена в 
жизнедеятельности организма. В настоя�ее время су-
�ествует несколько линий мышей с нокаутом по фактору 
некроза опухоли ��������k�� �� ���., 199�� K����� �� ���., 1997� 
�����o �� ���., 1997��. Одна из таких линий была создана 
группой С.А. Недоспасова специфическим удалением 
��го и 4�го экзонов. Было показано, что у мышей данной 
линии полностью отсутствуют Пейеровы бляшки, в то 
время как у мышей других линий с дефицитом по ФНО 
Пейеровы бляшки присутствуют, хотя их количество со-
кра�ено �K������ �� ���., 2�����. Несмотря на то что данная 
линия активно используется для изучения роли ФНО на 
периферии ������k�y� �� ���., 2���� ����o��� �� ���., 2�11��, 
центральное действие ФНО в свободных от патогенов 
условиях у таких мышей не изучалось. И хотя су�ествуют 
работы, в которых изучалось поведение мышей с нокаутом 
по ФНО �Y����� �� ���., 2���� Go���� �� ���., 2��4� ������ �� 
���., 2�1���, поведенческое фенотипирование данной линии 
является необходимым этапом для дальнейших исследо-
ваний этих животных.

Целью данной работы было изучение двигательной 
активности, тревожности и депрессивно�подобного по-
ведения у мышей с нокаутом по ФНО. Для этого прово-
дили сравнения в тестах �открытое поле�, �приподнятый 
крестообразный лабиринт� и �принудительное плавание� 
мышей дикого типа, ��7�L/� �WT��, и с нокаутом гена 
ФНО �T��KO��.

Материалы и методы

Животные
Исследования проводили в Центре генетических ресур-
сов лабораторных животных ФГБУН �Федеральный 
исследовательский центр Институт цитологии и генетики 
СО РАН� �R��E����1914X���� и R��E����2114X��1��� 
на половозрелых самцах мышей с нокаутом по фактору 
некроза опухоли �T��KO�� �K������ �� ���., 2����� �n = 12�� 

и мышах линии ��7���/� �WT�� �n = 12��, на основе кото-
рой был получен данный нокаут. Все животные были 
в возрасте от � до 4 мес. и имели массу 27 �� 2 г. С мо-
мента отсадки от матерей мыши содержались в группах 
по � особей в индивидуально вентилируемых клетках 
�T�����������, Италия�� при регулируемом световом цикле 
�14�1�, рассвет в 1���, закат в 1������, температуре 22 °С 
и влажности воздуха �� %. Животным был предоставлен 
свободный доступ к корму и воде. За два дня до экспери-
мента животных рассаживали в отдельные клетки того же 
размера для снятия группового эффекта. Все процедуры 
тестирования начинались в 1����. Содержание и тестиро-
вание животных проводили в соответствии с Инструкцией 
по содержанию и использованию лабораторных живот-
ных ����H ����������o� � 8���2�, США�� и были одобрены 
комиссией по биоэтике Института цитологии и генетики 
СО РАН. 

Тестирование поведения
Для тестирования поведения использовали програм-
мно�аппаратный комплекс E��o�����o, разработанный  
в ФГБУН �Институт автоматики и электрометрии СО 
РАН�. Данный комплекс включал в себя стенд для ус-
тановки арен, осве�ение и цифровой �� сенсор K����� 
�����o�o����, присоединенный к компьютеру через ����
интерфейс. Этот сенсор позволяет одновременно получать 
обычные 2� и �� изображения животного �K����kov �� 
���., 2�14��. В тестах �открытое поле� и �принудительное 
плавание� источник света поме�ался под ареной �обра-
�енное осве�ение��, что улучшало контраст животного 
с фоном �K����kov �� ���., 2��8��. В тесте �приподнятый 
крестообразный лабиринт� арена осве�алась сверху 
рассеянным светом, что позволяло автоматически трас-
сировать животное черной масти в открытых рукавах 
и центре лабиринта. Данные с сенсора передавались на 
компьютер, где обрабатывались программой E��o�����o, 
которая вычисляла путь, пройденный животным, и время, 
проведенное в той или иной части арены �в % от об�его 
времени тестирования��. Некоторые параметры фиксиро-
вались наблюдателем вручную с помо�ью нажатий на 
клавиши �K����kov �� ���., 2��8��. 

Тест «открытое поле». Установка для тестирования 
представляла собой круглую арену диаметром �� см со 
стенками высотой �� см. Животное поме�али у стенки 
арены и давали свободно исследовать пространство 
в течение � мин. Автоматически оценивали об�ий прой-
денный путь �см�� и время �%�� нахождения животного 
в центральной части арены ��� см в диаметре��. Вручную 
считали количество и среднюю продолжительность 
вертикальных стоек �с��, число дефекаций �K����kov �� ���., 
2��8��. После каждого животного арену очи�али влажной 
и сухой салфетками.

Тест «приподнятый крестообразный лабиринт». 
Установка для данного теста представляла собой два 
пересекаю�ихся по центру под прямым углом рукава 
длиной �� см и шириной � см, находя�ихся на высоте 
�� см над уровнем земли. Одна пара рукавов имела стенки 
высотой 2� см �закрытые рукава, безопасные��, а другая 
пара была без стенок �открытые рукава, потенциально 
опасные��. Животное сажали в место пересечения двух 
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рукавов и автоматически фиксировали переме�ение 
в течение � мин. Автоматически оценивали время �%��, 
проведенное в центре, в открытых и закрытых рукавах 
�K����kov �� ���., 2�14��. 

Тест «принудительное плавание». Цилиндр высотой 
�� см и диаметром 1� см наполовину заполняли водой 
�t = 2� °С��. В воду поме�али мышь и в течение � мин 
фиксировали изменение контура животного. Оценивали 
суммарное время неподвижности животного за последние 
4 мин �K����kov �� ���., 2�1���. 

Статистика
Результаты представляли как средние �� ошибка среднего 
и сравнивали с помо�ью однофакторного A�OVA.

Результаты
В тесте �открытое поле� не было найдено достоверных 
различий по величине пройденного пути �F1,22 < 1�� 
и числу вертикальных стоек �F1,22 < 1�� между мышами 
KO и WT. В то же время мыши KO проводили досто-
верно больше времени в центре арены по сравнению 
с мышами WT �F1,22 = 17,��, p < �,��1��, имели меньшую 
среднюю продолжительность вертикальной стойки 
�F1,22 = 7,28, p < �,���� и увеличенное количество дефека-
ций �F1,22 = 19,1�, p < �,��1�� �таблица��.

В тесте �приподнятый крестоообразный лабиринт� 
мыши линий KO и WT не имели достоверных различий по 
времени, проведенному в открытых �F1,22 < 1��, закрытых 
рукавах �F1,22 < 1�� и в центре �F1,22 < 1�� �таблица��.

В тесте �принудительное плавание� не было обнаруже-
но различий по времени неподвижности между мышами 
линий KO и WT �F1,19 < 1�� �таблица��.

Обсуждение
В данной работе мы изучали влияние нокаута гена ФНО 
на двигательную активность, исследовательское пове-
дение, тревожность и депрессивно�подобное поведение 
у линии мышей, полученных группой С.А. Недоспасова 

�K������ �� ���., 2�����. Для этого были использованы тесты 
�открытое поле�, �приподнятый крестообразный лаби-
ринт� и �принудительное плавание�, которые являются 
обязательными для поведенческого фенотипирования 
мутантных и трансгенных мышей ����w���y, 2��8��.

В тесте �открытое поле� в условиях мягкого стресса 
�открытое осве�енное пространство, новая обстановка�� 
изучали влияние нокаута по ФНО на двигательную актив-
ность �пройденный путь��, исследовательское поведение 
�число и длительность вертикальных стоек�� и тревожность 
�время в центре, количество дефекаций�� ����������, 
19�9� ����, ����z���, 2���� T��o��, 2���� ������o��, 2��7��. 
Нокаут по ФНО не влияет на двигательную активность 
мышей, что также было показано на другой нокаутной 
линии ������� �� ���., 2�1���. Противоречивые результаты 
были получены относительно влияния нокаутирования по 
ФНО на исследовательскую активность и тревожность. 
Открытые осве�енные пространства для мышей явля-
ются потенциально опасными. Попадая в такие условия, 
мыши с высоким уровнем тревожности будут больше 
времени проводить у стенок арены, меньше исследовать 
арену, а мыши с низким уровнем тревожности будут на-
оборот больше времени проводить в центре и активней 
исследовать пространство. По сравнению с мышами 
дикого типа, мыши нокаутной линии достоверно больше 
времени проводят в центре арены, что соответствует бо-
лее низкому уровню тревожности, но при этом средняя 
продолжительность вертикальных стоек у них меньше, 
что свидетельствует о сниженном исследовательском 
поведении. К тому же у T��KO увеличено количест-
во дефекаций, что указывает на стрессовое состояние  
животных. 

�тобы проверить результаты по тревожности, мы 
использовали тест �приподнятый крестообразный лаби-
ринт�. В этом тесте мыши избегают появляться в откры-
тых рукавах из�за высокого риска падения и предпочитают 
находиться в за�и�енных закрытых рукавах �������ow �� ���., 
198�� ����z���, G�������, 2��1� W��������� �� ���., 2���� �������, 

�оведение мышей линий wT и TnfKo в тестах «открытое поле»�� «приподнятый крестоо�разный ла�иринт»�� «принудител��ное 
плавание»

тест wT TnfKo F p

«открытое поле»

пройденный пут���� м 13��2� ± 0���4 11��92 ± 0���3 F1��22 < 1

время в центре�� % 15��� ± 1��4� 30��2� ± 3��14 F1��22 = 1���56 p < 0��001

кол-во вертикал��ных стоек 40��16 ± ���03 32���5 ± 5��13 F1��22 < 1

средняя продолжител��ност�� вертикал��ной стойки�� с 0��64 ± 0��04 0��5 ± 0��04 F1��22 = ���2� p < 0��05

кол-во дефекаций 0��16 ± 0��11 2��33 ± 0��4� F1��22 = 19��16 p < 0��001

«приподнятый крестоо�разный ла�иринт»

время в рукавах�� %

открытых 11��53 ± 1��59 13��6� ± 3��9 F1��22 < 1

закрытых �0��46 ± 2���1 69��55 ± 6��22 F1��22 < 1

«принудител��ное плавание»

время неподвижности�� с 151��56 ± ���69 154��42 ± 6��42 F1��19 < 1
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������, 2��8��. Мы не обнаружили эффекта дефицита ФНО 
на время, проведенное в открытых, закрытых рукавах 
и в центре крестообразного лабиринта. 

Интерпретируя результаты, полученные в тестах �при�
поднятый крестообразный лабиринт� и �открытое поле�, 
мы пришли к выводу, что состояние мышей с дефицитом 
ФНО не является тревожным, а скорее дезориентиро-
ванным. К такому же выводу в своей работе приходят 
Go���� с соавт. �Go���� �� ���., 2��4��, но в отличие от наших 
результатов они показали, что мыши с нокаутом по ФНО 
��������k�� �� ���., 199��� предпочитали находиться на 
периферии в тесте �открытое поле�. Вероятно, данное 
различие связано с тем, что время тестирования в откры-
том поле у них составляло 2 мин. Но в других работах 
исследователи показывают, что нокаут по ФНО влияет на 
тревожность, правда, результаты получаются противоре-
чивые. Так, ������ с соав. ������� �� ���., 2�1��� обнару-
жили, что нокаутные мыши больше времени проводили 
в открытых рукавах О�образного лабиринта, что говорит 
о сниженном уровне тревожности, в то время как в работе 
Y����� с соав. �Y����� �� ���., 2����� показано, что мыши 
с дефицитом ФНО проводят меньше времени в открытых 
рукавах, что соответствует повышенной тревожности.

В тесте �принудительное плавание� время неподвиж-
ности положительно коррелирует с депрессивно�подоб-
ным поведением. Большинство клинически эффектив-
ных антидепрессантов снижают время неподвижности 
в данном тесте ��o��o��� �� ���., 1977� W��������, 199�� W��������, 
����������, 2��2� ��y��, �o�������, 2��4��. Как и в работе 
������ с соавт. �2�1���, мы не обнаружили различий по 
времени неподвижности между нокаутными животными 
и диким типом, в то время как в работе, выполненной 
другой группой ученых �Y����� �� ���., 2�����, мыши с де-
фицитом ФНО меньше замирали в тесте принудительного 
плавания. 

На результаты поведенческих тестов могли оказать 
влияние� 1�� условия содержания животных �в свободной 
от патогенов среде или нет��� 2�� время суток, в которое 
проводилось тестирование� ��� возраст животных� 4�� раз-
личия в методиках тестирования.

Су�ествует целый ряд цитокинов, которые могут 
влиять на поведение животных в тестах. При активации 
иммунной системы происходит выброс в кровь ряда 
цитокинов, которые, проходя через гематоэнцефаличе�
ский барьер или передавая через него сигнал, влияют на 
клетки центральной нервной системы и на поведение. 
�тобы минимизировать влияние цитокинов, мы прово-
дили тестирование в свободных от патогенов условиях. 
������ с соавт. �2�1��� в своей работе кроме того провели 
анализ крови на наличие цитокинов, чтобы показать, что 
тестирование проводилось в условиях отсутствия воспа-
лительных процессов. В других работах статус животных 
не указан.

Известно, что уровень некоторых гормонов меняется 
в течение суток. ������ с соавт. �2�1��� тестировали 
своих животных в светлое время суток, когда у мышей 
отмечается стадия покоя и сна. Проведение тестирования 
в неурочное время могло повлиять на поведение живот-
ных. К сожалению, в других статьях не указано время 
проведения тестов.

Кроме того, важным фактором, который влияет на по-
ведение нокаутных животных, является возраст. В своей 
статье Y����� не указывает возраст мышей, между тем 
есть данные, что с возрастом поведение животных с но-
каутом по ФНО меняется чуть ли не на противоположное 
���A�oo�� �� ���., 2��9��.

Таким образом, нокаут по ФНО не влияет на двига-
тельную активность и депрессивно�подобное поведение. 
Однако у него есть определенное влияние на состояние 
тревожности животного, что требует более детального 
исследования в других парадигмах.

В данной работе в стандартной батарее тестов была 
впервые протестирована линия с нокаутом по ФНО, 
созданная группой С.А. Недоспасова. Нокаут гена ФНО 
достоверно увеличивал время, проведенное в центре от-
крытого поля, но не влиял на двигательную активность, 
тревожность в тесте �приподнятый крестообразный ла-
биринт� и депрессивно�подобное поведение в тесте �при-
нудительное плавание�. Полученные данные позволяют 
предположить, что отсутствие данного цитокина влечет 
за собой изменения в нейрофункциональных взаимодейс-
твиях, что приводит к изменению ответа на легкий стресс 
в тесте �открытое поле� у мышей.
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Kaiso is a methyl Dna-binding �rotein�� which 
�artici�ates in the e�igenetic regulation of gene 
ex�ression. it binds methylated Dna with its zinc-
finger domain and recruits re�ressive �rotein 
com�lexes to the methylated Dna fragments 
by the interaction of the BTB/PoZ domain with 
the com�lex of ncor core�ressor and histone 
deacetylase�� thereby �erforming transcri�tion 
re�ression. a Kaiso-deficient mouse strain (Ko� 
with the c5�Bl/6 strain bac�ground has been bred. 
Here we com�are the behavior of Ko mice and 
wild-ty�e control c5�Bl/6 mice (wT� in the classic 
battery of behavioral tests�� including the o�en field�� 
elevated �lus maze�� and forced swim tests. we have 
shown that �noc�out of the Kaiso gene increases 
the locomotory and ex�loratory activities of Ko mice 
in the o�en field test. Kaiso-deficient mice s�end 
more time in the center of the o�en field than wT 
mice. no effect of Kaiso gene �noc�out on anxiety-
related behavior has been observed in the elevated 
�lus-maze. However�� Kaiso gene deficiency �roduces 
a �ronounced antide�ressant-li�e effect in the forced 
swim test�� Unli�e wT mice�� Ko mice do not show any 
de�ressive-li�e freezing in this test. These results 
are the first �iece of ex�erimental evidence for 
the involvement of Kaiso �rotein in the regulation 
of brain functioning and behavior. The Kaiso-deficient 
strain is a new and �romising model of the genetic�� 
molecular�� and neuronal mechanisms mediating 
the e�igenetic regulation of brain functions 
and behavior.

Key words�� Kaiso gene; �noc�out mice; o�en field; 
elevated �lus maze; forced swim.

��аизо является метил-ДН�� связыва�щим �елком и у�аствует 
в эпигенети�еской регуляции экспрессии генов. С помощ��� 
домена «цинковые пал��цы» ��аизо связывается с метилированной 
ДН�� и привлекает к ней репрессионные комплексы за с�ет 
взаимодействия BTB/PoZ домена�� например�� с корепрессором 
ncor в комплексе с гистоновой деацетилазой�� �то приводит 
в коне�ном итоге к репрессии транскрипции. Были полу�ены 
мыши с нокаутом гена Kaiso (Ko� в геноме линии c5�Bl/6 (wT�. 
В данной стат��е мы сравнивали поведен�еские осо�енности 
половозрелых самцов мышей wT и Ko в класси�еской �атарее 
тестов «открытое поле»�� «приподнятый крестоо�разный ла�иринт» 
и «принудител��ное плавание». �ы показали�� �то нокаут по гену 
Kaiso приводит к повышени� двигател��ной и исследовател��ской 
активностей в тесте «открытое поле». �ыши ��О �ол��ше времени 
проводили в центре по сравнени� с животными wT. Не �ыло 
установлено влияние нокаута по гену Kaiso на тревожност�� мышей 
в тесте «приподнятый крестоо�разный ла�иринт». В то же время 
нокаут по гену Kaiso оказывал выраженный антидепрессантный 
эффект в тесте «принудител��ное плавание»�� мыши ��О в отли�ие 
от животных wT не демонстрировали депрессивно-подо�ного 
замирания. �олу�енные данные явля�тся первым свидетел��ством 
у�астия �елка ��аизо в регуляции функции нервной системы 
и поведения. �ыши ��О явля�тся новой и перспективной модел��� 
для изу�ения генети�еских�� молекулярных и нейро�иологи�еских 
механизмов эпигенети�еской регуляции функции нервной 
системы и поведения. 

��л��евые слова�� ген Kaiso; нокаутные мыши; открытое поле; 
приподнятый крестоо�разный ла�иринт; принудител��ное 
плавание.
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Метилирование цитозинов является постреплика-
ционной модификацией ДНК и играет важную 
роль в процессе контроля экспрессии генов 

у позвоночных. Одной из основных функций метилиро-
вания является фиксация транскрипционно неактивного 
состояния генов �K��o��, ����, 2�����. Метилирование ДНК 
эукариот происходит в результате присоединения метиль-
ной группы к углероду, расположенному в положении 
��го пиримидинового кольца цитозина. Метилированные 
цитозины остаются метилированными на длительное 
время и могут надолго сохранять память о закономер-
ностях эмбриональной генной активности �����, 2��2��. 
Стабильность метилированных цитозинов лежит в основе 
гипотезы об эпигенетической пластичности нейронов 
и долговременной памяти, которая предполагает, что 
следы событий в жизни сохраняются в виде различных 
модификаций ДНК �L���� �� ���., 2�11� ����� �� ���., 2�11��. 
Это происходит, в частности, благодаря специальным 
белкам, которые специфично узнают метилированные 
районы ДНК и привлекают к ним белковые комплексы, 
репрессирую�ие транскрипцию. 

Молекулярный механизм такой репрессии включает 
���G�связываю�ие белки, которые связываются с мети-
лированными ���G динуклеотидами и создают неблаго-
приятную для транскрипции конформацию ДНК �W���, 
2��1� ���, H�����k, 2���� K��o��, ����, 2�����. Выделяют две 
группы ���G�связываю�их белков, содержа�их метил�
ДНК связываю�ий домен ������ и Каизо. Первая группа 
включает белки ���1, ����2, ���2, ����, ���4, 
которые участвуют во многих процессах� в контроле 
стабильности генома, раннем эмбриональном развитии, 
созревании нейронов, дифференцировке T�клеток и др. 
�H������� �� ���., 2��1��.  Мутации в гене MeCP2, нарушаю-
�ие функцию белка, у человека приводит к R����синдрому, 
регрессу психического развития и необратимым наруше-
ниям мозга �Ro�x, V��������, 2�1���. Нокаут MeCP2 у мышей 
также ведет к значительным нейрональным нарушениям, 
которые сопровождаются снижением двигательной актив-
ности �T�o��� �� ���., 2��9��.

Другим белком, взаимодействую�им с метилирован-
ными ��G��G, является Каизо �� член семейства белков 
�T�/�O�. Белок Каизо содержит два функциональных 
домена� ��концевой �T�/�oz домен и три �цинковых 
пальца� типа �2H2 на С�конце. Белок Каизо взимодейс-
твует с �12��катенином, который стабилизирует белок 
Е�кадхерин, участвую�ий в клеточной адгезии, и яв-
ляется преиму�ественно цитоплазматическим белком 
��������, 1999, 2��7��. Своими цинковыми пальцами Каизо 
связывается с метилированной ДНК ������o� �� ���., 2����� 
и привлекает к ней репрессионные комплексы за счет 
взаимодействия �T�/�O� домена, например, с корепрес-
сором ��oR в комплексе с гистоновой деацетилазой �Yoo� 
�� ���., 2�����. Нокаут гена Kaiso у мышей обусловливает 
устойчивость к возникновению рака кишечника в модели 
A��/��� ���ok�o����o�k �� ���., 2�����. Это наблюдение 
свидетельствует о том, что Каизо может действовать как 
онкоген и согласуется с данными о том, что Каизо связыва-
ется и подавляет экспрессию метилированных опухолевых 
супрессоров и генов, участвую�их в репарации при раке 
прямой кишки �Lo��� �� ���., 2��8��. мРНК белка Каизо обна-

ружена в различных органах мыши, а также в клеточных 
линиях, полученных из кишки, легких, простаты и почек 
��������, 1999��. Показано, что белок Каизо экспрессируется 
в мозжечке, обонятельных луковицах, коре и гиппокампе 
мыши �������� R���o�� �� ���., 2���� �����k�y� �� ���., 2�1���. 
Можно предположить участие гена Kaiso в эпигенетиче�
ской регуляции поведения.

Целью данной работы было изучение участия белка 
Каизо в регуляции двигательной активности, тревож-
ности и депрессивно�подобного поведения. Для этого 
сравнивали поведение  мышей с нокаутом гена Kaiso �КО�� 
и животных дикого типа �WT�� в стандартной батарее ла-
бораторных тестов, включаю�ей тесты �открытое поле�, 
�приподнятый крестообразный лабиринт� и �принуди-
тельное плавание�. 

Материалы и методы

Животные
Исследования проводили в Центре генетических ресур-
сов лабораторных животных ФГБУН �Федеральный 
исследовательский центр Институт цитологии и генетики 
СО РАН� �R��E����1914X���� и R��E����2114X��1���.R��E����1914X���� и R��E����2114X��1���.�1914X���� и R��E����2114X��1���.X���� и R��E����2114X��1���.���� и R��E����2114X��1���. 
Опыты проводили на половозрелых самцах мышей ли-
ний ��7�L/� �WT, n = 1��� и ��7�L/�/K���o �KO, n = 1���. 
Последняя линия была выведена Е.Б. Прохорчуком ���o�
k�o����o�k �� ���. 2����� и передана в ����виварий ИЦиГ СО 
РАН из питомника лабораторных животных РАН �Пу�и-
но� �г. Пу�ино, Россия��. Все животные были в возрасте 
1� нед и весили 28,� �� 1 г. С момента отсадки от матерей 
мыши содержались в группах по � животных в клетках 
4� × 2� × 1� см в стандартных лабораторных условиях 
при 14�часовом световом режиме и температуре 22 °С. 
Полноценный корм и чистую воду получали без ограни-
чения. За два дня до экспериментов животных изолиро-
вали в клетках того же размера для уменьшения влияния. 
Все эксперименты проводились во время светлой фазы 
�1�� �� �� 1������. Содержание мышей и все эксперименталь-
ные процедуры были выполнены в соответствии с между-
народными правилами обра�ения с животными �Директи-
ва 8�/��9 Европейского сооб�ества от 24 декабря 198� г.��.

Генотипирование. Мы проверяли генотип каждого из 
2� животных, задействованных в эксперименте. Геномную 
ДНК выделяли из кончика хвоста �1 см�� исследуемого 
животного солевым методом. Генотипирование проводили 
с использованием следую�их последовательностей прай-
меров� K���o L�� ��′ GA�A�A�AGT�AAAAG�TAGTG 
�′��� K���o �T���v ��′ AGG�TGAAAGGATGTT��TATG �′�� 
и K���oR�v ��′ AGAAGG�TGAT�T��ATTTGGA �′�� при 
температуре отжига �9 °С. Размеры продуктов амплифи-
кации соответствовали ��8 п. о. �WT, K���o L�� �� K���o 
�T�R�v�� и 4�� п. о. �KO, K���o L�� �� K���oR�v��.

Тестирование поведения. Для тестирования поведе-
ния использовался программно�аппаратный комплекс 
E��o�����o, созданный в ФГБУН �Институт автоматики 
и электрометрии СО РАН� и адаптированный для ����
вивария. Этот комплекс включал стенд для установки 
арен, осве�ение и цифровую видеокамеру �����o���, при-
соединенную к компьютеру через интерфейс ��EEE1�94. 
В тестах �открытое поле� и �принудительное плавание� 
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использовали обра�енное осве�ение, когда источник 
света поме�ался под ареной. В проходя�ем свете жи-
вотное любого окраса выглядело как темный силуэт, 
контрастирую�ий с фоном �K����kov �� ���., 2��8��. В тесте 
�приподнятый крестообразный лабиринт� использовали 
измерение в отраженном свете, когда лабиринт осве�али 
сверху  рассеянным светом. Это позволяло автоматически 
трассировать животное черной масти в открытых рукавах 
и центре лабиринта. Изображения животного с частотой 
1� кадров/с обрабатывались  программой E��o�����o, 
автоматически вычислялся путь, пройденный животным, 
и создавалась карта пространственного распределения 
ассоциированных с животным пикселей. Вертикальные 
стойки регистрировал наблюдатель с помо�ью нажатий 
на клавишу �K����kov �� ���., 2��8��.  

Тест �открытое поле� проводили на круглой арене 
диаметром 4� см с полупрозрачным полом и бортиками 
высотой 2� см. Животное поме�али у стенки арены, его 
движения автоматически трассировались в течение � мин. 
Автоматически оценивали пройденный путь �см�� и вре-
мя �%��, проведенное в центральной части поля �2� см в 
диаметре��. Количество вертикальных стоек фиксировал 
экспериментатор �K����kov �� ���., 2��8��. После каждого жи-
вотного арену протирали влажной и сухой салфетками.

Тест �приподнятый крестообразный лабиринт� прово-
дили в аппарате, состоя�ем из двух открытых �потенци-
ально опасных�� и двух закрытых �безопасных�� рукавов 
размером �7 × � см, приподнятых на высоту �� см над 
уровнем пола. Закрытые рукава были за�и�ены борти-
ками высотой 2� см. Животное поме�али в центр головой 
к одному из закрытых рукавов, его движения в открытых 
рукавах и центре автоматически трассировали в течение 
� мин. Автоматически определяли число переходов через 
центр, латентное время захода в открытые рукава �с��, 

число заходов в открытые рукава, время �%��, проведенное 
в открытых рукавах и центре �K����kov �� ���., 2�14��. После 
каждого животного лабиринт протирали влажной и сухой 
салфетками.

В тесте �принудительное плавание� мышь поме�али 
в цилиндрический стеклянный резервуар �1� × 2� см��, 
заполненный на �/4 водой �t = 2� °С��, и ее движения ав-
томатически трассировали в течение � мин. Оценивали 
латентное время первого замирания �с�� и суммарное вре-
мя неподвижности �с�� за последние 4 мин �K����kov �� ���., 
2�1���. Воду меняли после каждого животного. 

Статистика. Результаты представляли как средние �� 
ошибка среднего и сравнивали с помо�ью однофактор-
ного A�OVA.

Результаты
Результаты генотипирования показали, что все 1� мышей 
WT и 1� мышей KO имели соответствую�ий генотип. 

Мыши KO в тесте �открытое поле� проходили большее 
расстояние �F1,2� = �4,98, p < �,���1��, ча�е демонстриро-
вали вертикальные стойки �F1,2� = ��,2�, p < �,���1�� и про-
водили больше времени в центре �F1,2� = 11,1�, p < �,����� 
по сравнению с животными WT �рис. 1��.WT �рис. 1��. �рис. 1��. 

В тесте �приподнятый крестообразный лабиринт� 
мыши KO ча�е пересекали центр и проводили большеKO ча�е пересекали центр и проводили больше ча�е пересекали центр и проводили больше 
времени в центре по сравнению с животными WT. В то жеWT. В то же. В то же 
время мыши КО и WT не различались по латентному вре-
мени захода в открытые рукава, количеству заходов и вре-
мени, проведенному в открытых рукавах �таблица��.

В тесте принудительного плавания у мышей KO ла�KO ла� ла-
тентное время до первого замирания было вдвое больше 
�F1,2� = ��,2�, p < �,���1��, а суммарное время неподвиж-
ности было втрое короче �F1,2� = �4,72, p < �,���1�� по 
сравнению с животными WT �рис. 2��.WT �рис. 2��. �рис. 2��.

рис. 1. �ройденный пут���� �исло вертикал��ных стоек и время в центре в тесте «открытое поле» у мышей дикого типа (wT� и с нокаутом гена 
Kaiso (Ko�.
*** – p < 0��001 по сравнени� с wT.

�оведение мышей линий wT и Ko в тесте «приподнятый крестоо�разный ла�иринт»

�оказател�� wT (n = 15� Ko (n = 10� F

Число переходов 14��6 ± 1��� 21��6 ± 1��� F1��23 = ���9�� p < 0��01

Время в центре�� % 32��1 ± 4��� 52��3 ± 4��2 F1��23 = ���9�� p < 0��01

латентное время захода в открытые рукава�� с 132��6 ± 31��� 110��6 ± 42��5 F1��23 < 1

Число заходов в открытые рукава 2��2� ± 0��59 2��� ± 0���2 F1��23 < 1

Время в открытых рукавах�� % ���4 ± 2��� 15��9 ± ���4 F1��23 = 1��2�� p > 0��05
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Обсуждение
В данной работе впервые исследовано влияние нокаута гена Kaiso �KO�� на 
поведение мышей в тестах �открытое поле�, �приподнятый крестообразный 
лабиринт� и �принудительное плавание�. Эти тесты входят в батарею тес-
тов, рекомендованных для обязательного поведенческого фенотипирования 
нокаутных и трансгенных мышей ����w���y, 2��8��.

Тест �открытое поле� является стандартным для исследования двигательной 
�пройденное расстояние��, исследовательской �число вертикальных стоек�� ак-
тивностей и тревожности �время в центре�� в условиях мягкого стресса �новая 
обстановка и интенсивное осве�ение�� ����������, 19�9� ����, ����z���, 2���� 
T��o��, 2���� ������o��, 2��7��. Увеличение пройденного пути и числа верти-
кальных стоек у мышей КО можно интерпретировать, соответственно, как 
увеличение их двигательной и исследовательской активности по сравнению 
с животными WT. Мыши избегают ярко осве�енных и открытых пространств 
и предпочитают держаться ближе к стенке открытого поля. Поэтому увеличе-
ние времени в центре открытого поля у мышей КО можно интерпретировать 
как некий анксиолитический эффект нокаута гена Kaiso. 

Для подтверждения результатов о пониженной тревожности, полученных 
в �открытом поле�, мы использовали тест �приподнятый крестообразный 
лабиринт�, который является основным дли изучения тревожности. В нем 
мыши избегают появляться в открытых рукавах из�за высокого риска падения 
и предпочитают находиться в за�и�енных закрытых рукавах �������ow �� ���., 
198�� ����z���, G�������, 2��1� W��������� �� ���., 2���� �������, ������, 2��8��. Мы 
обнаружили, что мыши KO были более активны и ча�е пересекали центр по 
сравнению с мышами WT. Это хорошо согласуется с высокой двигательной 
и исследовательской активностью у мышей KO в тесте �открытое поле�. 
Мыши обеих линий не различались по времени пребывания в открытых 
рукавах. Это свидетельствует об отсутствии различий в уровне тревожности 
между мышами KO и WT. 

Возникает противоречие между сниженной тревожностью мышей KO в тес-
те �открытое поле� и отсутствием эффекта нокаута гена Kaiso на тревожность 
в тесте �приподнятый крестообразный лабиринт�. Мы полагаем, что мыши 
обеих линий не различаются по степени их тревожности, а наблюдаемое 
увеличение времени пребывания в центре в тесте �открытое поле� отражает 
скорее повышенную двигательную активность, чем сниженную тревожность 
мышей KO.

Тест �принудительное плавание� широко используется для скрининга 
клинических антидепрессантов, поскольку большинство клинически эффек-
тивных антидепрессантов снижают время неподвижности в данном тесте 
��o��o��� �� ���., 1977� W��������, 199�� W��������, ����������, 2��2� ��y��, �o�������, 
2��4��. В то же время у мышей КО практически не наблюдаются периоды не-
подвижности �� они непрерывно плавают и и�ут способ выбраться из сосуда. 
Это можно интерпретировать как некий антидепрессантный эффект нокаута 
гена Kaiso. Однако следует помнить, что эта интерпретация уменьшения 
времени неподвижности в тесте �принудительное плавание� верифицирована 
только для фармакологических экспериментов. Поэтому следует с большой 

осторожностью интерпретировать 
снижение времени неподвижности 
в тесте у мышей KO как некий �анти-
депрессантный� эффект нокаута гена 
Kaiso. Снижение времени неподвиж-
ности может быть также и следствием 
высокой двигательной активности 
мышей KO. 

Таким образом, приведенные вы�
ше тесты показали, что нокаут гена 
Kaiso увеличивает локомоторную 
и, возможно, исследовательскую 
активность у мышей. Молекулярный 
механизм участия гена и белка Каизо 
в регуляции двигательной активности 
мышей не ясен. Белок Каизо может 
быть вовлечен в вызванное мети-
лированием снижение экспрессии 
генов, активирую�их двигательную 
активность. В этом случае отсутствие 
белка Каизо вызовет увеличение экс-
прессии этих генов и соответственное 
увеличение двигательной активности 
у мышей KO. 

Стоит отметить, что нокаут гена, 
кодирую�его транскрипционный 
репрессор ����2, который аналогич-
но K���o связывается с метилирован-
ными цитозинами и подавляет экс-
прессию генов, вызывает, напротив, 
снижение двигательной активности 
у мышей �T�o��� �� ���., 2��9��.

В данной работе впервые была 
обнаружена связь нокаута гена Kaiso 
с повышенной двигательной ак�
тивностью мышей. В результате 
представленную линию мышей 
с нокаутом гена Kaiso можно пред-
ложить как модель для дальнейших 
исследований роли белка Каизо в ре-
гуляции функций нервной системы 
и поведения. 
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reproductive effects 
of the tumor necrosis factor 
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Tnf is a multifunctional cyto�ine that�� at �hysiological 
concentrations�� maintains the balance between 
a�o�tosis and survival of male germ cells and�� 
at higher concentrations�� has adverse effects 
on various stages of the re�roductive �rocess. 
although ant-cyto�ine thera�ies have been used 
in millions of �atients�� the consequences of cyto�ine 
deficiency for re�roductive functions are �oorly 
understood and need attention. in this wor��� we 
have studied behavioral interactions between 
males and females�� s�ermatogenesis�� male fertility�� 
and embryonic develo�mental characteristics 
of the �rogeny in TNFα �noc�out mice (Tnf- /- �. 
we have demonstrated that Tnf is involved 
in the regulation of sexual behavior�� s�ermatogenesis�� 
�re- and �ostim�lantation develo�ment. com�lete 
TNF deficiency led to decreased re�roductive 
efficiency�� a lower number of viable embryos were 
observed in Tnf-/- mice than in wild-ty�e mice. 
The decrease in fertility was caused by �reim�lantation 
embryo loss in Tnf-/- mice. Preim�lantation loss 
in females might be caused by asos�ermia in Tnf- /- 
males. additionally�� the sensitivity of re�roductive 
functions to female stimuli was different between 
Tnf-/- mice and wild-ty�e mice�� while interactions 
with females increased the concentrations of s�er-
matozoids in both Tnf-/- and wild-ty�e mice. Still 
higher levels were observed in �noc�out animals�� 
which led to increase in the number of immature 
s�ermatozoids in e�ididymides.

Key words�� Tumor necrosis factor (Tnf�; TNF �noc�out 
mice; s�ermatogenesis; �re- and �ostnatal 
develo�ment; sexual behavior

Фактор некроза опухолей (Tnf� является мул��тифункционал��ным 
цитокином�� который играет важну� рол�� в гомеостазе. �ри повы-
шенных концентрациях этот цитокин может вызыват�� разли�ные 
патофизиологи�еские процессы�� в �астности негативно влият�� 
и на разные звен��я репродуктивного процесса. В физиоло-
ги�еских концентрациях Tnf о�еспе�ивает поддержание 
�аланса между апоптозом и выживаемост��� мужских гамет. 
Широкое применение системной �локировки Tnf при ле�ении 
ряда аутоиммунных за�олеваний ставит вопрос о возможных 
последствиях такой терапии для репродуктивных функций 
�еловека. В данной ра�оте у мышей с нокаутом Tnf (Tnf-/-� �ыли 
исследованы�� поведен�еские взаимодействия самцов с самками�� 
сперматогенез�� фертил��ная эффективност�� самцов и осо�енности 
эм�рионал��ного развития потомков. Резул��таты репродуктивного 
фенотипирования мышей с нокаутом гена TNF показали�� �то 
данный цитокин вовле�ен в регуляци� полового поведения�� 
сперматогенеза�� пре- и постимплантационного развития потомков. 
�олный генети�еский нокаут гена TNF снижает репродуктивну� 
эффективност�� мышей�� �то выражается в мен��шем �исле жизне-
спосо�ных эм�рионов при внутрилинейных скрещиваниях осо�ей 
Tnf-/- по сравнени� с таковыми при скрещиваниях животных 
дикого типа Tnf+/+. �ри�иной мен��шей плодовитости является 
увели�ение доимплатационных эм�рионал��ных потер�� при 
внутрилинейных скрещиваниях мышей линии Tnf-/-. В сво� 
о�еред�� доимплантационные потери у самок Tnf-/- могут �ыт�� 
о�условлены азоспермией у самцов этого генотипа. ��роме того�� 
исследованные генотипы разли�а�тся по �увствител��ности 
репродуктивной функции к стимулиру�щему влияни� самок. 
Взаимодействие с самками увели�ивало концентраци� спермато-
зоидов в эпидидимисах самцов о�еих генети�еских линий�� при�ем 
наи�олее выраженно – у осо�ей с нокаутом по гену TNF�� �то при-
водило к увели�ени� в эпидидимисах незрелых форм спермато-
зоидов. �олу�енные данные свидетел��ству�т о том�� �то снижен-
ная экспрессия Tnf может �ыт�� одной из при�ин �есплодия�� 
а также указыва�т на возможные механизмы этого явления.

��л��евые слова�� фактор некроза опухоли (Tnf�; мыши с нокаутом 
TNF; сперматогенез; пре- и постнатал��ное развитие потомков; 
половое поведение.
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Иммунный ответ на инфекции или иные формы анти-
генной стимуляции может влиять на многие функ-
ции организма, включая процессы воспроизводства 

��o��k�� �� ���., 2�����. Су�ественный вклад в это влияние 
вносят провоспалительные цитокины, в частности фактор 
некроза опухоли �T����. В регуляции функции семенников 
T�� играет двойственную роль. С одной стороны, повы-
шение концентрации этого цитокина в семенниках при 
воспалительном процессе стимулирует апоптоз �R����o��� 
�� ���., 2���� ��������zz� �� ���., 2��7� T���� �� ���., 2��8��. 
С другой стороны, T�� в физиологических концентрациях 
обеспечивает поддержание через ���/��� L систему баланс 
апоптоза и выживания клеток семенника �R����o��� �� ���., 
2���� �����kä���� �� ���., 2��1��, а также оказывает прямое 
положительное влияние на созревание половых клеток 
���o����� �� ���., 2��4� �é��z �� ���., 2�1���.

Не менее значимым для репродукции является участие 
T�� в регуляции центральной нервной системы. Так, уве-
личение концентрации T�� при воспалении или других 
заболеваниях головного мозга вызывает нейротоксиче�
ский эффект, и его уровень коррелирует с проявлениями 
депрессивных симптомов �����y �� ���., 2��2� ������� �� 
���., 2��9, R���o� �� ���., 2�1��� и агрессивным поведением 
���������, �������, 2�����. Кроме того, активация T�� при 
воспалении верхних дыхательных путей вносит вклад 
в формирование обонятельной дисфункции �������� �� ���., 
2�11��, что может су�ественно влиять на процессы хими-
ческой коммуникации, играю�ей важную роль в половом 
поведении.

В подавляю�ем большинстве экспериментов и клини-
ческих наблюдений рассматриваются репродуктивные 
эффекты повышенной секреции провоспалительных 
цитокинов, имею�ие место при инфекционных заболе-
ваниях. Вместе с тем при широкой распространенности 
системной антицитокиновой терапии, в частности при 
аутоиммунных заболеваниях �Астраханцева и др., 2�14� 
Друцкая и др., 2�14��, значимость дефицита цитокинов 
изучена в гораздо меньшей степени. В данной работе 
у мышей с нокаутом гена TNF �T��-/-�� были исследованы� 
поведенческие взаимодействия самцов с самками, сперма-
тогенез, фертильная эффективность самцов и особенности 
эмбрионального развития потомков.

Материалы и методы
Животные и условия содержания. Исследование 
выполнено в Центре генетических ресурсов лаборатор-
ных животных ИЦиГ СО РАН �R��E����1914X���� 
и R��E����2114X��1���, технологическая структура ко-
торого обеспечивает проведение экспериментов в строго 
контролируемых условиях среды� фотопериоде 14С � 1�Т, 
температуре 22��24 °С и влажности 4����� %. Опыты вы-
полнены на мышах линий T��-/- � полной делецией гена 
TNF, свободных от видоспецифических патогенов ��������� 
����o��� ���� �� �����, полученных с помо�ью технологии 
эмбриональных стволовых клеток и переведенных на 
генетическую основу С�7�L/� путем возвратного скре-
�ивания �G��v����kov �� ���., 2�����. В качестве контрольной 
группы �дикий тип�� были использованы лабораторные 
мыши линии С�7�L/�, которые обозначены далее как 
T��+/+. Самцы в возрасте 8��1� нед были рассажены 

в клетки �O��������� по одному за � дней до начала экспе-
римента. Самок содержали в тех же условиях по � осо-
бей в клетке. Корм �������, Германия�� и воду давали ad 
libitu�. Корм и обеспыленную подстилку предоставляли 
животным после автоклавирования. Всего для исследо-
вания морфологии семенников, числа и подвижности 
сперматозоидов у самцов, содержавшихся изолирован-
но, было использовано по 8 особей каждой линии. При 
анализе полового поведения, эффективности покрытий 
и изменений после содержания с самками морфологии 
семенников и показателей сперматогенеза было иссле-
довано 8 самцов и 1� самок T��-/-, а также 8 самцов и 
1� самок T��+/+. Протокол эксперимента был рассмотрен 
и одобрен комиссией по биоэтике ФИЦ ИЦиГ СО РАН.

Половое поведение. В клетку самца после отключения 
света �1� ч местного времени�� подсаживали двух самок 
и в течение 1� мин вели видеозапись их поведенческих 
взаимодействий.

Спаривание. В первый день эксперимента к каждому 
самцу линий T��-/- и T��+/+ сразу после отключения 
света подсаживали по 2 виргинные самки и содержали 
совместно в течение � сут. На следую�ее утро �9��1� ч�� 
и далее ежедневно до окончания периода совместного 
содержания самок осматривали на наличие вагинальной 
пробки. При обнаружении таковой самок отсаживали 
в отдельные клетки. День отсадки считали нулевым днем 
беременности. По окончании периода спариваний самок, 
не покрытых самцами, отсаживали в индивидуальные 
клетки и содержали не менее � нед для регистрации 
родов. Самцов декапитировали для взятия семенников 
и эпидидимисов.

Сперматозоиды. После декапитации у самцов извле-
кали эпидидимис и поме�али в ��� мкл солевого рас-
твора Хенкса без кальция и магния �������� при +�7 °�. 
Каудальный отдел эпидидимиса измельчали и поме�али 
в инкубатор при +�7 °� на 2� мин. Полученную суспен-
зию фильтровали через капроновый фильтр и 1� мкл 
поме�али на предметное стекло 2������� ������� �8� мкм��. 
Для определения количества и подвижности сперматозо-
идов использовали автоматический анализатор спермы 
��o��� T��x �� H������o� T�o�����. В каждом образце было 
исследовано � полей при увеличении × 4. Все процедуры 
проводили при +�7 °�.

Морфология семенников. Семенники фиксировали 
в нейтральном 1� %�м формалине. Фиксированные образ-
цы обезвоживали последовательным проведением их че-
рез спирт в возрастаю�ей концентрации и ксилол �T����o 
����������, Великобритания��. Заливку парафиновых блоков 
проводили на заливочной станции H���o���� �T����o 
����������, Великобритания��. Для приготовления срезов 
тол�иной � мкм использовали ротационный полуавтома-
тический микротом ����o� H� �4�E �T����o����������, 
Великобритания��. Срезы освобождали от парафина, ок-
рашивали гематоксилином Эрлиха и эозином �Волкова, 
Елецкий, 1982��.

Подсчет сперматогоний, сперматоцитов и сперматид 
�� порядка производили в 1� произвольно выбранных 
поперечных срезах извитых канальцев. Данные по под-
счету клеток каждого типа были усреднены по каждому 
семеннику.
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Беременность и развитие зародышей. Самок де-
капитировали на 1��е сут беременности и взвешивали 
эмбрионы и их плаценты. Для оценки репродуктивных 
характеристик подсчитывали количество овулировавших 
яйцеклеток �число желтых тел��, об�ее число эмбрионов 
�число мест имплантации�� и число живых эмбрионов без 
видимых признаков нарушений развития.

Статистика. Для определения влияния генотипа 
и условий содержания на морфофункциональные харак-
теристики гонад использовали двухфакторный дисперси-
онный анализ �A�OVA, ���� ���������. При сравнении двух 
средних применяли t-критерий Стьюдента. Показатели 
плодовитости и эмбриональных потерь сравнивали на 
основе критерия χ2. Взаимозависимость массы и числа 
эмбрионов оценивали с помо�ью коэффициента линей-
ной корреляции. Результаты представлены как средняя �� 
ошибка средней.

Результаты
Половое поведение. Анализ поведенческих актов, прояв-
ляемых самцами при подсадке самок, показал, что самцы 
линии T��-/- тратят су�ественно меньше времени на 
назо�генитальные обнюхивания по сравнению с самцами 
T��+/+ �рис. 1��. Вместе с тем продолжительность назо�
назальных обнюхиваний была одинаковой у мышей обеих 
линий. По другим формам полового поведения также не 
выявлено статистически значимых различий между ли-
ниями T��+/+ и T��-/- �данные не приведены��.

Семенники и эпидидимисы. Двухфакторный дис-
персионный анализ �A�OVA, ���� ��������� показал, что 

на индексы семенников и эпидидимисов значимо влияли 
генотип самцов �F1,29 = ��,42, p < �,��1� F1,29 = 14,8�, 
p < �,��1 соответственно�� и условия их содержания перед 
взятием материала �F1,29 = 12,72, p < �,��1� F1,29 = 2�,27, 
p < �,��1 соответственно��. При этом самцы линии T��-/- 
имели большие значения индекса семенников ��,99 �� �,1��� 
и индекса эпидидимисов �1,�7 �� �,1��� по сравнению с 
самцами T��+/+ ��,8� �� �,19 и 1,�4 �� �,����. После содер-
жания с самками оба показателя возрастали у самцов 
линии T��+/+. У линии T��-/- это увеличение было 
статистически значимым только для индекса эпидиди-
мисов �табл. 1��.

Сперматозоиды. Генотип самца и условия его со-
держания перед взятием образцов семени су�ественно 
влияли на основные характеристики сперматозоидов 
�табл. 2��. Концентрация сперматозоидов в эпидиди�
мисах самцов дикого типа T��+/+ �112,� �� 22,7 млн/мл�� 
более чем в два раза превышала таковую у самцов 
T��-/- �49,8 �� 1�,4 млн/ мл, табл. 2��. При этом содержа-
ние с самками увеличивало количество сперматозоидов 
в эпидидимисах, прежде всего, у самцов с нокаутом 
T��, у которых накопление сперматозоидов сочеталось 
со статистически значимым увеличением скорости их 
переме�ения �табл. ���. Сперматозоиды мышей линии 
T��+/+ отличались от таковых у линии T��-/- меньшей 
вытянутостью ���,7 �� 2,� и �1,9 �� 2,8 соответственно��, но 
большими размерами ��,89 �� �,�1 и 4,74 �� �,48 соответ�
ственно�� головки �табл. 2��. Содержание с самками влияло 
на форму и размеры головок сперматозоидов �табл. 2��. 
У самцов обеих генетических линий головки имели бо-

таблица 1. Индексы семенников и эпидидимисов

линия Индекс семенников�� мг/г
n = �

Индекс эпидидимисов�� мг/г
n = �

Содержание изолированное

Tnf+/+ 5��32 ± 0��21 1��14 ± 0��04

Tnf-/- 6���3 ± 0��15 1��43 ± 0��04

Содержание с самками

Tnf+/+ 6��39 ± 0��1�*** 1��53 ± 0��0�***

Tnf-/- ���16 ± 0��20 1��92 ± 0��15**

** p < 0��01; *** p < 0��001 по сравнени� с самцами той же линии�� содержавшимися изолированно от самок (t-тест Ст���дента�.

таблица 2. Влияние генотипа и условий содержание на основные характеристики сперматозоидов

�ризнак Факторы f1��29 p

��онцентрация сперматозоидов Генотип 6��95 = 0��01

условия содержания 3��90 = 0��05�

Скорост�� движения Генотип 0��33 = 0��5�

условия содержания 15���� < 0��001

Элонгация (вытянутост��� головки Генотип 4��14 = 0��05

условия содержания 39��69 < 0��001

Размер головки Генотип 16��23 < 0��001

условия содержания 35��12 < 0��001
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таблица 3. �орфофункционал��ные характеристики сперматозоидов

линия ��онцентрация�� млн/мл
n = �

Скорост���� мкм/сек (Vcl�
n = �

Элонгация головки
n = �

Размер головки�� мкм2

n = �

Содержание изолированное

Tnf+/+ 104��6 ± 43��39 66��3 ± 6��04 62��0 ± 4��62 5��49 ± 0��96

Tnf-/- 10��� ± 2��2� 56��3 ± 3��35 �2��� ± 0��53 2��9� ± 0��1�

Содержание с самками

Tnf+/+ 120��6 ± 1���53 �5��� ± 3��99 51��5 ± 0��62* ���29 ± 0��39*

Tnf-/- ����9 ± 4��35*** �0��9 ± 2��10*** 51��1 ± 0��69*** 6��50 ± 0��22***

* p < 0��05; *** p < 0��001 по сравнени� с самцами той же линии�� содержавшимися изолированно от самок (t-тест Ст���дента�.

лее округлую форму �снижение элонгации�� и большие 
размеры �табл. ���.

Гистология семенников. На препаратах семенников 
выделяли три типа различаю�ихся по степени зрелости 
сперматогенных клеток �� сперматогонии, сперматоциты 
и сперматиды �рис. 2��. Их относительное число су�ест�
венно не различалось у самцов T��+/+ и T��-/-. Но 
у самцов с нокаутом по T�� было выявлено су�ественное 
сокра�ение относительного числа сперматогониев после 
их ��суточного содержания с самками по сравнению с та-
ковым при изолированном содержании �рис. ���.

Фертильные покрытия. Критерием фертильного 
покрытия являлось наличие у самок овулировавших 
яйцеклеток или факта родов после отсадки в конце экс-
перимента. Самцы линии T��+/+ покрыли 14 самок из 
1�, а самцы T��-/- �� 1� из 1�. Несмотря на одинаковую 
эффективность фертильных покрытий, об�ее число 
живых эмбрионов у мышей, дефицитных по T��, было 
су�ественно меньше, чем у мышей дикого типа �� �� и 87 
соответственно, χ2 = 4,�9� p = �,�4�. Причиной меньшей 
плодовитости мышей линии T��-/- были большие до-
имплантационные и об�ие эмбриональные потери по 
сравнению с линией T��+/+ �рис. 4��.

Масса эмбрионов. Масса вынашиваемых эмбрионов 
была выше у самок T��-/- ���7,7 �� �,� мг�� по сравнению 
с таковой ���1,7 �� 7,� мг�� у самок T��+/+ �p < �,��1��. Ана-
лиз взаимозависимости числа вынашиваемых эмбрионов 
и их массы показал, что об�епринятая отрицательная 
корреляция между этими признаками соблюдается на 
уровне тенденции только у мышей дикого типа T��+/+ 
�� = ���,22, p = �,����. У беременных самок с нокаутом TNF, 
наоборот, выявлена статистически значимая положитель-
ная корреляция числа эмбрионов и их массы �� = ���,4�, 
p = �,��2��. В результате при многоплодной беременности 
�8��9 зародышей�� масса эмбрионов T��-/- превосходила 
таковую эмбрионов T��+/+ �рис. ���.

Обсуждение
Как следует из наших данных, полный нокаут гена TNF 
снижает репродуктивную эффективность мышей, что вы-
ражается в сокра�ении числа жизнеспособных эмбрионов 
при внутрилинейных скре�иваниях особей T��-/- по 
сравнению со скре�иваниями животных дикого типа 
�T��+/+��. Различная продуктивность млекопитаю�их 
определяется их конкурентными преиму�ествами на 
разных стадиях репродуктивного цикла, начиная от вы-
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рис. 2. Гистологи�еский анализ семенников Tnf+/+ и Tnf-/-. 
Срезы ткани окрашены гематоксилином и эозином. Стадии развития сперматозоидов в семенных 
канал��цах�� 1 – сперматогонии; 2 – сперматоциты; 3 – сперматиды i порядка.

рис. 1. �родолжител��ност�� назо-назал��ных 
и назо-генитал��ных о�н�хиваний при вза-
имодействии самцов и самок линий Tnf+/+ 
и Tnf-/-. ** p < 0��01 (t-тест Ст���дента�.
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рис. 3. Относител��ное содержание сперматогенных клеток в семенниках самцов мышей разных линий при содержании в изоляции  
или с половозрелыми самками. ** p < 0��01 при сравнении между группами изолированного содержания и содержания с самками (t-тест Ст���дента�.

рис. 4. Эм�рионал��ные потери при внут-
рилинейных скрещиваниях мышей линий 
Tnf+/+ и Tnf-/-. * p < 0��05; ** p <0��01 при 
сравнении линий (критерий χ2�.
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бора партнера и до выкармливания 
потомков. Несмотря на пониженный 
интерес к половому партнеру, инди-
катором которого служит продолжи-
тельность обнюхивания генитальной 
области, самцы с дефицитом T�� 
покрыли 81,2 % подсаженных к ним 
самок, что практически не отличается 
от фертильных покрытий, зареги�
стрированных у мышей дикого типа 
�87,� %��. Но у самок T��-/- были 
зафиксированы значимо большие по 
сравнению с самками дикого типа 
эмбриональные потери, особенно 
на доимплантационной стадии раз-
вития.

Доимплантационная гибель заро-
дышей относится к числу веду�их 
причин бесплодия. На ее величину 
су�ественно влияют количественные 

�азоспермия�� и качественные характеристики сперматозоидов ����������� �� ���., 
199�� Wo����z�� �� ���., 2�14��. Средняя концентрация сперматозоидов в эпиди-
димисах самцов T��-/- до подсадки самок была почти в 1� раз меньше, чем у 
самцов T��+/+. Взаимодействие самцов с самками увеличивало концентрацию 
сперматозоидов в эпидидимисах самцов обеих генетических линий, причем 
рост концентрации сперматозоидов был наиболее выраженным у самцов 
с нокаутом по гену TNF. Поскольку продолжительность совместного содер-
жания с самками составляла всего � сут, что при более чем 2�недельном цикле 
гаметогенеза совершенно недостаточно для обога�ения эпидидимисов вновь 
образованными сперматозоидами, то увеличение их концентрации в эпиди-
димисах можно объяснить ускоренным выходом из извитых канальцев менее 
зрелых гамет. В пользу этого предположения свидетельствует увеличение при 
содержании самцов с самками скорости движения сперматозоидов, которое 
было наиболее выраженным и статистически значимым у T��-/- самцов. 
Кроме того, у этих же самцов взаимодействие с самками ускоряло переход 
от незрелых к более зрелым формам сперматогенных клеток и выражалось в 
статистически значимом снижении доли сперматогониев. Е�е одно доказатель-
ство накопления в эпидидимисах менее зрелых сперматозоидов дает анализ 
формы головки, которая в образцах семени, взятых после взаимодействия с 
самками, характеризовалась меньшей вытянутостью при большей пло�ади 
максимального сечения. Оба признака характерны для менее зрелых форм 
сперматозоидов �A���w��� �� ���., 2���� R��у� �� ���., 2�1���.

Следует отметить, что су�ественное снижение концентрации спермато-
зоидов при нокауте гена TNFtn� отмечено также ��� с соавт. �2��8��, которое 
авторы объясняют значительным падением концентрации тестостерона и 
уменьшением экспрессии в семенниках генов, вовлеченных в процессы 
стероидогенеза. Как известно, тестостерон инициирует и поддерживает 
сперматогенез �Ho��������, �����, 2��4��. Более того, при низком уровне тесто�
стерона в семенниках уменьшается элонгация сперматид, что свидетельствует 
о подавлении процессов созревания ���L������� �� ���., 1994��.

Итак, причиной значительной доимплантационной гибели эмбрионов 
при внутрилинейных скре�иваниях мышей с дефицитом TNF может быть 
азоспермия, наблюдаемая у самцов T��-/- до подсадки к ним самок, а также 
увеличение доли незрелых форм сперматозоидов, которое отмечается после 
подсадки к этим самцам половозрелых самок. 

Снижение плодовитости у T���мутантных мышей сочеталось с увеличени-
ем массы эмбрионов. Этот эффект не является простым следствием увеличения 
массы зародышей при уменьшении их числа, поскольку статистически значи-
мые различия между линиями T��-/- и T��+/+ имели место, прежде всего, 
при многоплодной беременности. Механизмы, обуславливаю�ие большую 
массу эмбрионов, при дефиците T�� требуют специального изучения. Сегод-
ня можно отметить лишь то, что повышенная экспрессия данного цитокина 
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может усиливать процессы апоптоза, тормозя�ие рост 
эмбрионов �W����, �������, 199���.

Таким образом, репродуктивное фенотипирование мы-
шей с нокаутом гена TNF показывает, что данный цитокин 
вовлечен в регуляцию полового поведения, сперматоге-
неза, пре� и постимплантационного развития эмбрионов. 
Наши данные должны быть учтены при назначении 
длительной анти�T�� терапии пациентам, находя�имся 
в репродуктивном возрасте.
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inflammatory �rocesses in the gut lead to abnormal-
ities in various systems of the body�� in �articular�� 
to changes in the activity of the central nervous 
system. although the mechanisms of these effects 
are not yet �nown�� it has been demonstrated that 
intestinal inflammation is associated with anxiety 
and de�ression. in this wor��� we used an animal 
model of intestinal inflammation�� which might result 
in behavioral changes. The animals used were �noc�-
out mice with double mutations in the Kaiso and 
Mucin-2 genes. The Kaiso gene encodes a transcri�tion 
factor that is ex�ressed both in the brain and 
in the intestine. The Mucin-2 gene encodes a �rotein 
that serves as a scaffold for the synthesis of intestinal 
�roteoglycan. Mucin-2 is a major �roteoglycan 
of the intestinal mucus layer and �erforms multi�le 
functions�� including barrier and defensive ones. we 
used �noc�-out animals with a mutation in the trans-
cri�tion factor Kaiso in tests assessing social behavior�� 
but did not observe any difference between test 
subjects and wild-ty�e animals. By contrast�� double 
�noc�-out animals that additionally had a mutation 
in Mucin-2�� a major gene for intestinal �roteoglycan�� 
dis�layed significant changes in social behavior�� 
lower aggression rates and higher rates of courtshi� 
behavior toward a male intruder. These results 
suggest that intestinal homeostasis might have 
a strong im�act on the nervous system of the animals. 
it remains unclear whether the influence of the two 
genes is synergistic or the �noc�-out of the Mucin-2 
gene alone determines this behavior in mice. further 
investigations will hel� clarify the matter.

Key words�� mice; social behavior; intestine 
inflammation; Mucin-2.

Воспалител��ные процессы в кише�нике приводят к нарушениям 
разли�ных систем организма�� в �астности к изменени� ра�оты 
централ��ной нервной системы. Несмотря на то �то механизмы 
такого влияния пока не известны�� показано�� �то воспаление 
кише�ника ассоциировано с тревожност��� и депрессией. 
В данной ра�оте мы испол��зовали генети�еску� модел�� 
животных�� которая связана как с воспалением кише�ника�� 
так и с нервной системой. такой модел��� послужили мыши 
с двойной мутацией в генах Kaiso и Mucin-2. Ген Kaiso кодирует 
транскрипционный фактор�� который экспрессируется как 
в кише�нике�� так и в мозге. � ген Mucin-2 кодирует �елок�� который 
служит основой для синтеза протеогликана кише�ной выстилки. 
Mucin-2 является основным протеогликаном кише�ника и выпол-
няет множество функций�� вкл��ая �ар��ерну� и защитну�. �ы 
протестировали животных с мутацией в гене�� кодиру�щем 
транскрипционный фактор Kaiso�� в тестах на социал��ное пове-
дение�� но не о�наружили отли�ий от контрол��ных животных. 
Однако животные с двойной мутацией как в гене Kaiso�� так и в гене 
протеогликана кише�ника Mucin-2 показали достоверные отли�ия 
в социал��ном поведении�� снижение агрессии и увели�ение садок 
на самца-интрудера. Эти резул��таты говорят о том�� �то гомеостаз 
кише�ной выстилки может имет�� влияние на ра�оту централ��ной 
нервной системы животного. На данный момент остается неиз-
вестным�� является ли влияние двух генов на поведение мышей 
синерги�еским или вклад в поведение животных дает тол��ко 
мутация в гене Mucin-2. Дал��нейшие исследования помогут 
ответит�� на этот вопрос.

��л��евые слова�� мыши; социал��ное поведение; кише�ное 
воспаление; муцин-2.
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Известно, что воспалительные процессы в кишеч-
нике приводят к образованию злокачественных 
опухолей и изменению состава симбиотической 

микрофлоры �A����� �� ���., 2�12��. Такие воспалительные 
реакции могут быть вызваны инфицированием пато-
генными микроорганизмами, изменениями иммунного 
статуса, химическим отравлением. Также известны неко-
торые гены, мутации в которых приводят к воспалению 
кишечника. Одним из них является ген Mu�in-2 �Mu�2��, 
который кодирует основной протеогликан кишечного 
мукозального слоя. Муцин�2 формирует физический 
барьер между бактериальной микрофлорой и энтероци-
тами, за�и�ая ткани кишечника от возможного прямого 
контакта с патогенными микроорганизмами ��������o� 
�� ���., 2�1���. У животных с мутацией в гене Mu�2 разви-
ваются злокачественные новообразования кишечника, 
и эта линия мышей служит экспериментальной моделью 
для изучения воспаления и канцерогенеза �V������� �� ���., 
2��2��. В недавних исследованиях было показано, что 
в опухолях у животных с нокаутом гена Mu�2 �Mu�2–/–�� 
значительно повышается экспрессия транскрипционного 
фактора K���o ��������, R�y�o����, 1999��, а животные с мута-
цией в этом гене �Kaiso–/–�� демонстрируют устойчивость 
к развитию рака кишечника ���ok�o����o�k �� ���., 2�����. 
Белок K���o содержит домен �цинковые пальцы� и явля-
ется транскрипционным фактором, который подавляет 
активность генов ���ok�o����o�k �� ���., 2��1� Lo��� �� ���., 
2��8��. Поскольку K���o инактивирует гены опухолевых 
супрессоров, то комбинация мутаций в генах Mu�2 и Kaiso 
может подавлять развитие злокачественных опухолей 
в кишечнике. 

Материалы и методы
Работа выполнена в Центре генетических ресурсов лабо-
раторных животных ИЦиГ СО РАН �R��E����1914X���� 
и R��E����2114X��1��� на самцах мышей инбредной 
линии ��7�L/�J в возрасте 8��12 нед и самцах инбредной 
линии �����/�J в возрасте 18 дн. �ювенильные интрудеры��. 
В ЦКП �����виварий� ИЦиГ СО РАН животные ��7�L/�J 
и �����/�J поступили в 2�1� г. из J��k�o� L��o���o�y �США��. 
Животных Kaiso–/– и Mu�2–/–�Kaiso–/– на генетическом 
фоне ��7���/�J получили из лаборатории геномики и эпи-
геномики позвоночных �Институт биоинженерии, ФИЦ 
Фундаментальные основы биотехнологии РАН, Москва��. 
В ходе теста взрослые самцы были рассажены по одному в 
индивидуально вентилируемых клетках �O�������, США�� 
за три дня до начала теста при искусственном световом 
режиме 14С � 1�Т� корм и питье предоставляли ad libitu�. 
Работу с животными проводили согласно биоэтическим 
нормам Директивы Евросоюза �E�� �������v� 8�/��9/EE���. 
Протокол эксперимента утвержден комиссией по биоэтике 
ИЦиГ СО РАН �Разрешение выдано 14.1�.2�1�, № 18.4��.

Для определения особенностей социального пове-
дения животных был использован тест с ювенильным 
интрудером. В день эксперимента в темное время суток 
к тестируемым самцам в клетки были подсажены молодые 
�18 дн.�� самцы линии �����/�J на 2 мин. �ерез 9� мин эти 
же животные были подсажены снова на � мин. Во время 
второго предоставления регистрировали социальную 
активность животных�резидентов.

Для определения уровня гормонов в фекалиях живот-
ных использовался метод непрямого иммуноферментного 
анализа �ИФА��. Пробы фекалий собирали из клеток сам-
цов, высушивали при комнатной температуре до посто-
янного объема, перетирали и гомогенизировали в воде. 
Затем центрифугировали, 2�� мкл надосадочной жидкости 
использовали для ИФА. Для определения количества 
кортикостерона использовали набор �o����o����o�� EL���A 
K�� �E�zo L����������, Германия��, а для определения коли-
чества тестостерона �� набор Тестостерон�ИФА �ХЕМА, 
Россия��. Концентрации гормонов выражали в нг/мг.

Результаты и обсуждение
В данной работе мы исследовали влияние генов Kaiso 
и Mu�2 на социальное поведение животных. Поскольку 
K���o является транскрипционным фактором, который 
экспрессируется в различных тканях мыши ������k�y� 
�� ���., 2�1��� и влияет на активность и обучаемость у жи-
вотных �K����kov �� ���. Материал готовится к печати��, то 
он также может влиять и на социальное взаимодействие 
у мышей. Мы протестировали самцов дикого типа и 
мутантных животных �KaisoY/– и Mu�2–/–�KaisoY/–�� в экс-
перименте на социальное взаимодействие с ювенильным 
интрудером. Наши эксперименты показали, что у живот-
ных с мутацией в гене Kaiso не наблюдалось достоверных 
отличий в поведении от животных контрольной группы. 
К нашему удивлению, у животных с двойной мутацией 
�Mu�2–/–�KaisoY/–�� наблюдались достоверные отличия по 
количеству садок и актов агрессии от животных дикого 
типа и Kaiso–/–. Животные Mu�2–/–�KaisoY/– демонстриро-
вали увеличение количества садок на самца и уменьшение 
числа актов агрессии, показывая в целом менее агрессив-
ное поведение по отношению к интрудеру �рис. 1��. Таким 
образом, мы видим, что двойная мутация генов Kaiso и 
Mu�2 приводит к достоверному изменению социальной 
реакции на ювенильного интрудера. 

Отсутствие ������2 приводит к сильному воспалению 
��������o� �� ���., 2�1���, что, в свою очередь, может вызвать 
изменение уровня гормонов в крови животных. Таким 
образом, различия в социальном поведении могли бы 
быть объяснены изменением уровня тестостерона и кор-
тикостерона �Go�jo� �� ���., 199���. Для того чтобы понять, 
связано ли изменение социальной реакции на ювенильно-
го интрудера с изменением уровня гормонов у животных 
Mu�2–/–�KaisoY/–, мы измерили уровень тестостерона 
и кортикостерона в фекалиях трех групп животных. Изме-
рения показали отсутствие достоверных различий между 
группами �рис. 2��. Таким образом, изменение поведения 
у животных с двойной мутацией в генах Kaiso и Mu�2 не 
объясняется изменением гормонального фона самцов. 

Белковый продукт гена Mu�2 экспрессируется в тка-
нях кишечника, и его основной функцией является 
формирование мукозального барьера для патогенных 
микроорганизмов. Мы предполагаем, что изменения 
в поведении животных связаны с хроническим воспа-
лением кишечника, вызванным отсутствием муцина. 
В пользу этого предположения говорит то, что у животных 
с нокаутом некоторых генов интерлейкинов развивается 
обширное воспаление кишечника ��������� �� ���., 2�����, 
а у мутантов по интерлейкину 1 наблюдаются отклонения 
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рис. 1. �утация в гене Muc2 вызывает изменения в социал��ном 
поведении самцов. 
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в поведении ��o��k�� �� ���., 2��1��. Кишечное воспаление 
и изменение уровня интерлейкинов могут также приво-
дить к изменениям поведения в случае мутации в гене 
Mu�2. С другой стороны, муцин�2 является ключевым 
компонентом среды для размножения симбиотических 
бактерий в полости кишечника, состав которых тоже 
может оказывать влияние на поведение животных ������k� 
�� ���., 2�1���. Таким образом, эффект мутации в гене Mu�2 
на функцию нервной системы может быть опосредован 
как изменением состояния иммунитета, так и сдвигом 
в составе микрофлоры кишечника, вызванным воспале-
нием и отсутствием муцина. В дальнейшем необходимо 
проверить, является ли изменение социальной реакции на 
ювенильного интрудера животных  Mu�2–/–� KaisoY/– след�
ствием синергического влияния двух генов или зависит 
исключительно от мутации в гене Mu�2. Более того, наши 
данные говорят о том, что животные Mu�2–/– требуют бо-
лее т�ательного изучения в других поведенческих тестах. 
И наконец, необходимы функциональные эксперименты, 
для того чтобы объяснить механизмы взаимосвязи Mu�2 
и работы центральной нервной системы. Данная работа 
является отправной точкой в изучении роли мукозального 
барьера в регуляции поведения животных.

рис. 2. у животных линий Muc2–/–; KaisoY/–�� KaisoY/– и С5�Bl/6J не на-
�л�дается разли�ий в уровне тестостерона и кортикостерона. 
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Высокотехнологическое фенотипирование

Phenotyping the males of mouse 
and rat strains with genetically 
defined behavioral disturbances 
in a model of sexual activation

M.A. Tikhonova, T.G. Amstislavskaya

Scientific research institute of Physiology and Basic Medicine�� 
novosibirs��� russia  
institute of cytology and Genetics SB raS�� novosibirs��� russia

Sexual behavior is one of the biologically highly 
relevant ty�es of behavior. Sexual arousal�� or an initial 
stage of sexual behavior�� is of �articular interest since 
it triggers all the following events but still remains 
the least �nown element of this behavior. Sexual 
dysfunctions are caused by aging�� stress�� or side 
effects of �sychotro�ic drugs; they are sym�toms 
of a variety of neurological and �sychiatric disorders. 
Therefore�� the study of sexual behavior a��ears 
to be an im�ortant ste� in modeling various animal 
�athologies and the effects of �sychotro�ic drugs. 
we have �erformed �henoty�ing of animals with 
hereditary �redis�osition to catale�sy using our 
�revious develo�ment�� a model of male sexual 
arousal�� and examined the relationshi� between 
catale�sy and sexual arousal. The main gene for 
a high �redis�osition to catale�sy was shown 
to be associated with the ex�ression of sexual 
motivation�� but not with the hormonal com�onent 
of sexual arousal (increase in �lasma testosterone 
levels following ex�osure to a rece�tive female�. 
aSc (antide�ressant Sensitive catale�sy� mice�� 
�ro�osed as a model of de�ression�� had a decreased 
manifestation of sexual motivation�� while male Gc 
(Genetic catale�sy� strain rats had enhanced sexual 
motivation. noteworthy�� highly excitable Gc strain 
animals corres�onding to the manic �ole of bi�olar 
disorders �revail at the current stage of breeding. our 
results are in a good agreement with clinical data that 
indicate reduced libido in de�ressed �atients and 
hy�ersexuality in �eo�le with bi�olar disorder.

Key words�� male sexual behavior; mouse; rat; sexual 
activation; sexual motivation; testosterone; catale�sy; 
selective models of �sycho�athology; affective 
disorders.

�оловое поведение относится к �ислу �иологи�ески 
высокозна�имых форм поведения. Осо�ый интерес вызывает 
на�ал��ный этап�� половое воз�уждение�� поскол��ку именно оно 
запускает вес�� комплекс со�ытий и остается наименее изу�енным 
элементом данного поведения. �оловые дисфункции возника�т 
вследствие возрастной инвол�ции�� стрессорных воздействий�� 
по�о�ного действия психотропных веществ�� явля�тся симптомами 
разли�ных неврологи�еских и психи�еских расстройств. �ри 
моделировании и изу�ении разли�ных патологий на животных 
и эффектов психотропных средств исследование полового 
поведения представляется актуал��ным и важным этапом. 
В данной ра�оте с помощ��� оригинал��ной�� разра�отанной 
ранее модели половой активации самцов �ыло проведено 
фенотипирование животных с наследственно о�условленной 
предрасположенност��� к каталепсии и изу�ена взаимосвяз�� 
каталепсии с выраженност��� половой активации. �оказана 
взаимосвяз�� главного гена предрасположенности к каталепсии 
с выраженност��� половой мотивации�� но не гормонал��ной 
составля�щей полового воз�уждения (повышением уровня 
тестостерона в плазме крови при предъявлении рецептивной 
самки�. у мышей линии aSc (antide�ressant Sensitive catale�sy��� 
предложенных как модел�� депрессии�� выявлено снижение уровня 
половой мотивации�� в то время как у крыс линии Г�� (генети�еская 
каталепсия��� в которой на данном этапе селекции прео�лада�т 
высоковоз�удимые животные�� соответству�щие по проявлениям 
маниакал��ному пол�су �иполярных расстройств�� на�л�дается 
повышение выраженности половой мотивации. Резул��таты 
исследования хорошо согласу�тся с клини�ескими данными 
о снижении ли�идо у �ол��ных депрессией и гиперсексуал��ности 
пациентов с �иполярным расстройством.

��л��евые слова�� мужское половое поведение; мыш��; крыса; 
половая активация; половая мотивация; тестостерон; каталепсия; 
селекционные модели психопатологии; аффективные расстройства.
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Половое поведение относится к числу биологически 
высокозначимых форм поведения, является состав-
ной частью процесса размножения и представляет 

собой определенную последовательность поведенческих 
актов. Большинство исследователей разделяют половое 
поведение на аппетентную и консуматорную фазы. Ап-
петентное поведение �� это подготовительное, поисковое, 
оно позволяет животному достичь контакта с объектом 
цели� консуматорное поведение имеет место уже при 
контакте со стимулом ������, 1999��. Самцы крыс и мышей 
в аппетентной фазе могут демонстрировать следую�ие 
формы поведения� бесконтактная �психогенная�� половая 
активация, преследование самки, аногенитальное обню-
хивание и т. д. Особый интерес вызывает начальный этап, 
половое возбуждение, поскольку именно оно запускает 
весь комплекс событий в развитии полового поведения. 
В то же время половая мотивация остается наименее изу-
ченным элементом данного поведения �Амстиславская, 
Осипов, 2�����.

Половые дисфункции у мужчин классифицируют в 
зависимости от их проявления в цикле сексуального реа-
гирования �нарушения либидо, возбуждения �эректильная 
дисфункция��, оргазма �преждевременные или задержки 
эякуляции� аноргазмия���� �R����� �� ���., 2��9��. Термин �по-
ловая дисфункция� описывает нарушения сексуального 
желания и психологических, эндокринных, сосудистых 
и неврологических параметров, прису�их нормальному 
половому поведению ������w��, 2��4��. Возможные при-
чины половых дисфункций многообразны� возрастная 
инволюция, депрессия, тревожные состояния, стресс, 
неврологические расстройства �поражения головного и 
спинного мозга, повреждения срамного нерва��, а также 
эндокринные и соматические заболевания �гипогона-
дизм, гиперпролактинемия, гипер� и гипотиреоз, болезнь 
Аддисона, атеросклероз, артериальная гипертензия��, 
побочное действие нейротропных, гиполипидемических 
и антигипертензивных, мочегонных, нейро� и психо-
тропных препаратов �R����� �� ���., 2��9��. Таким образом, 
при моделировании и изучении различных патологий на 
животных и эффектов психотропных средств исследова-
ние полового поведения представляется актуальным и 
важным этапом. 

Ранее нами была предложена и валидирована модель 
для изучения процессов половой активации самцов мы-
шей и крыс �A��������v�k�y�, �o�ov�, 2��4��. В условиях, 
исключаю�их контакт между животными �рецептивная 
самка отделена от самца прозрачной перфорированной 
перегородкой��, оцениваются выраженность половой мо-
тивации по поведению самцов в течение 1� мин, а также 
гормональной активации, которую можно определить по 
подъему уровня тестостерона в плазме крови, происхо-
дя�ему у большинства изученных линий мышей и крыс 
на 2���4��й мин предъявления рецептивной самки. Время 
пребывания самца у перегородки, когда он переме�ается 
вдоль нее, обнюхивает ее, встает на задние лапы, касаясь 
перегородки двумя лапами или одной передней, всовывает 
нос в отверстия или грызет их края в попытках преодо-
леть перегородку и проникнуть к самке, служит основной 
поведенческой характеристикой половой мотивации, 

а число подходов к перегородке отражает в большей 
степени двигательную активность и об�ее возбуждение 
животного �A��������v�k�y�, �o�ov�, 2��4��. Следует отме-
тить, что параллели этим процессам были обнаружены 
у мужчин �Ro��y �� ���., 2��7��. С использованием модели 
половой активации нами были изучены возрастные ас-
пекты угасания половой мотивации при естественном и 
ускоренном старении на линиях крыс Вистар и OXY�, 
различаю�ихся темпом старения �Белоусова и др., 2��9� 
Амстиславская и др., 2�1�� A��������v�k�y� �� ���., 2�1�� 
T�k�o�ov� �� ���., 2�14��. 

Было выявлено, что линия крыс ГК �генетическая 
каталепсия��, созданная в ИЦиГ СО РАН г. Новосибирска 
в ходе многолетней селекции на предрасположенность к 
одному из видов пассивно�оборонительного поведения, 
каталепсии, характеризуется рядом депрессивно�подоб-
ных черт, что позволило предложить ее как удобную 
и адекватную модель для изучения механизмов дейст�
вия антидепрессантов и развития депрессии �Колпаков 
и др., 2��4� K����kov �� ���., 2�����. Каталепсия, или реак-
ция замирания, представляет собой обратимое непро-
извольное обездвиживание с пластическим мышечным 
тонусом и у лабораторных животных определяется как 
невозможность скорректировать внешне приданную позу 
�������� �� ���., 1988��. У человека каталепсия утратила свой 
изначальный оборонительный смысл, в чрезмерно выра-
женной форме она сохранилась как симптом ряда психи-
ческих и нервных заболеваний, таких как шизофрения  
и депрессия. 

Для дальнейшего изучения генетической структуры 
предрасположенности к каталепсии и ее взаимосвязи с 
депрессивно�подобным состоянием под руководством 
доктора биологических наук А.В. Куликова в ИЦиГ СО 
РАН на другом виде лабораторных грызунов, мышах, 
были созданы линии A��/���� и AKR.��A��1����7�. 
Линия мышей A�� �A������������� �������v� ���������y�� 
была получена путем селекции на высокую предрас-
положенность к каталепсии из популяции бэккроссов 
между мышами некаталептической линии AKR/J и ката-
лептической линии ��A/L��J �K����kov �� ���., 2��8��. Как 
и крысы линии ГК, мыши линии A�� обладают рядом 
признаков депрессивно�подобного состояния �Базовкина 
и др., 2�����. Более того, с помо�ью микросателлитного 
картирования была установлена генетическая структура 
предрасположенности к каталепсии, которая включает 
в себя один главный ген и ряд генов�модификаторов, и 
определена локализация главного гена каталепсии в дис-
тальном фрагменте хромосомы 1� ��1��7� ���� �K����kov 
�� ���., 2��8��. Этот фрагмент был перенесен от линии ��A 
на геном линии AKR, и была получена конгенная линия 
AKR.��A��1����7�.

Известно, что у большинства пациентов с депрессией 
наблюдаются те или иные половые расстройства, и потеря 
либидо �� одно из характерных проявлений депрессивных 
расстройств �����y�o�, �o���jo, 2�����. В то же время взаи-
мосвязь каталепсии с половыми дисфункциями не ясна. 
Целью настоя�ей работы было изучение проявлений 
половой активации у животных с высокой генетической 
предрасположенностью к каталепсии. 
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Материалы и методы
Животные. Эксперименты были проведены на половозре-
лых самцах мышей инбредных линий AKR/J и ��A/L��J, 
а также селекционированных в ИЦиГ СО РАН линий 
A��/���� и AKR.��A��1����7�� половозрелых самцах 
крыс аутбредной линии Вистар и селекционированной в 
ИЦиГ СО РАН линии ГК. Тестирование животных про-
водили в возрасте 4,���� мес.

Животных содержали при естественном осве�ении и 
стандартных условиях �при температуре 18��22 °� и отно-
сительной влажности ������ %�� в виварии ИЦиГ СО РАН. 
Полноценный корм и воду они получали без ограничения. 
Содержание животных и экспериментальные процедуры 
соответствовали правилам ���H G���� �o� ��� ���� ��� ��� 
o� L��o���o�y A�������. Были приложены все усилия для 
минимизации числа животных и их страданий.

Модель исследования половой активации самцов 
мышей и крыс. Перед началом опыта самцов мышей 
рассаживали по одному в металлические клетки размером 
29 × 1� × 1� см, разделенные пополам прозрачной перего-
родкой с небольшими отверстиями, на � дня для снятия 
групповых эффектов и адаптации к новым условиям. 
Тестирование в рамках модели �половая активация� про-
водили между 14��� и 17��� местного времени. За � мин до 
тестирования металлические крышки экспериментальных 
клеток менялись на прозрачный пластик, что было необ-
ходимо для наблюдения за животными. Далее в течение 
1� мин тестировалась спонтанная активность самца на 
пустой отсек. Затем в соседний отсек поме�али рецеп-
тивную самку и в течение 1� мин регистрировали число 
и время подходов самца к перегородке �A��������v�k�y�, 
�o�ov�, 2��4� Тихонова и др., 2�1���.

Исследование полового мотивационного поведения 
самцов крыс проводили в вечернее время с 19��� до 21��� 
при красном свете в стандартной пластиковой клетке 
��2 × �� × 2���, разделенной на два отсека прозрачной 
перфорированной перегородкой, через которую могут 
происходить обонятельные и визуальные контакты между 
животными. Перед тестированием каждого самца изоли-
ровали в такой клетке на трое суток для снятия группового 
эффекта. Непосредственно перед тестированием клетку 
с самцом переносили в соседнее поме�ение и после � мин 
адаптации к новым условиям в течение следую�их 1� мин 
оценивали спонтанную активность самца около перего-
родки. Затем в соседний отсек поме�али рецептивную 
самку и в течение 1� мин регистрировали время активного 
исследования самцом перегородки и количество подходов 
к ней �A��������v�k�y�, �o�ov�, 2��4��.

При тестировании самцов мышей использовали ова-
риэктомированных самок мышей �беспородных и линии 
��A�� с гормонально вызванным эструсом. Всем группам 
самцов предъявляли одинаковое количество беспород-
ных и линейных самок. При тестировании самцов крыс 
использовали овариэктомированных самок крыс линии 
Вистар с гормонально вызванным эструсом. Кастрацию 
самок производили согласно об�епринятой методике под 
об�им наркозом ��v�����, 2,� %�й р�р��. В эксперимент 
самки допускались не ранее чем через � недели после 
операции и при условии, что у них не наблюдалось вос-
палительных процессов и возобновления циклических 

изменений в матке и влагали�е, которые определялись 
по исследованию вагинального мазка. 

Для стимуляции эструса самкам мышей за 48 ч до тести-
рования подкожно вводили масляный раствор β�эстрадио-
ла ��������, США�� �4� мкг/животное��, за 24 ч  повторно 
вводили β�эстрадиол �2� мкг/животное��, а за 2��4 ч до тес-
тирования �� масляный раствор прогестерона ��Дальхим-
фарм�, Хабаровск, Россия�� ���� мкг/животное��. Эструс 
у овариэктомированных самок крыс вызывали последо-
вательным подкожным введением за 48 ч до тестирования 
масляного раствора эстрадиола �1�� мкг/животное�� и за 
4 ч до тестирования �� прогестерона �7�� мкг/животное��. 
Объем вводимой жидкости составлял �,2 мл/животное. 
Рецептивность самок подтверждали вагинальным маз-
ком и выраженностью лордозной реакции в день теста.

Тестирование социального интереса. Для разграни-
чения полового мотивационного поведения и социального 
интереса наряду с сексуально значимым стимулом �рецеп-
тивной самкой�� в экспериментальных сериях использо-
вали социальный стимул �овариэктомированную самку��. 
Исследование социального поведения по отношению 
к овариэктомированной самке также проводилось в тесте 
с перегородкой. В других сериях был проведен отдельный 
тест социального взаимодействия с ювенильным сам-
цом. В этом случае в клетку экспериментального самца 
подсаживали ювенильного беспородного самца �возраст 
���4 нед��. Использование при тестировании ювенильного 
интрудера позволяет минимизировать агрессивную ком-
поненту взаимодействия и предоставить тестируемому 
самцу стимулы социального характера. Социальное вза-
имодействие включает� обнюхивание головы, тела, гени-
талий и хвоста партнера, груминг и следование. Регистри-
ровали продолжительность социальных контактов. Время 
теста �� 1� мин �H���y �� ���., 2��8� Тихонова и др., 2�1���.

Определение уровня тестостерона в плазме крови. 
Для оценки гормональной составляю�ей половой ак-
тивации проводили забор крови для измерения уровня 
тестостерона, который осу�ествляли в обычных условиях 
�базальный уровень�� и на фоне половой активации. Сам-
цов мышей через 2� мин после предъявления рецептивной 
самки в соседнем отсеке декапитировали и собирали 
кровь. Для определения исходного уровня гормона брали 
интактных самцов мышей, находившихся в тех же экспе-
риментальных условиях, но без предъявления рецептив-
ной самки. У самцов крыс образцы крови брали из хвоста, 
обрезая ���4 мм его кончика под легким �1 мин�� эфирным 
наркозом, через 2� мин после предъявления в соседний 
отсек самки �т. е. после �� мин суммарной экспозиции 
при красном свете��. Для определения исходного уровня 
гормона, предшествую�его половой активации, кровь 
брали из хвоста через �� мин после пребывания самца при 
красном осве�ении в тестовых условиях �A��������v�k�y�, 
�o�ov�, 2��4��. 

Кровь брали в пробирку, обработанную гепарином, 
центрифугировали 9 мин со скоростью 4 ��� об./мин, от-
бирали плазму и хранили ее при ��2� °С. Уровень тестосте-
рона определяли набором ИФА ��Хема�Медика�, Москва, 
Россия�� согласно рекомендациям производителя. 

Статистическая обработка результатов. Полученные 
данные выражали как М �� � и сравнивали с помо�ью 
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одно� или двухфакторного дисперсионного анализа 
�A�OVA��. В качестве независимых факторов в двухфак-
торном анализе различий по уровням тестостерона были 
взяты эффекты генотипа линий ��генотип��� и условий 
половой активации ��активация���. Для анализа данных 
по параметрам поведенческой составляю�ей половой 
активации использовали двухфакторный дисперсионный 
анализ для повторных измерений �R������� �������� 
A�OVA��. Различия между отдельными группами оце-
нивали с помо�ью �o����o��сравнений с применением 
теста L�� ������. 

Результаты
Мы изучили выраженность половой активации у самцов 
мышей, характеризую�ихся генетически обусловленной 
предрасположенностью или резистентностью к каталеп-
сии. Показано достоверное влияние факторов �генотип� 
�F��,�4�� = 8,2, p < �,��1��, �предъявление рецептивной 
самки� �F�1,�4�� = 8�,2, p < �,��1�� и их взаимодействия 
�F��,�4�� = �,�, p < �,�1�� на основной показатель выражен-
ности половой мотивации, время у перегородки �рис. 1, а��. 
У самцов мышей родительской некаталептической линии 
AKR/J выраженность половой мотивации была значитель-
но ниже, чем у самцов мышей родительской каталептиче�
ской линии ��A/L��. У мышей линии A�� значение этого 
параметра было промежуточным. У мышей конгенной 
линии AKR.��A��1����7� уровень половой мотивации 
был выше, чем у AKR, и ниже, чем у ��A �рис. 1, а��. 

Выявлено достоверное влияние факторов �генотип� 
�F��,�4�� = 9,9, p < �,��1��, �предъявление рецептивной 
самки� �F�1,�4�� = 2�,7, p < �,��1��, но не их взаимодей�
ствия �F��,�4�� = 2,�, p > �,���� на число подходов самца к 
перегородке, которое отражает двигательную активность 
и об�ее возбуждение животного �рис. 1, б��. Обнаружено 
достоверное влияние фактора �предъявление рецептив-
ной самки� �F�1,72�� = 1�,42, p < �,��1��, но не �генотип� 
�F��,72�� = 2,4, p > �,���� или взаимодействия факторов 
�F��,72�� < 1�� на уровень тестостерона в плазме крови 
самцов мышей �рис. 1, в��. Достоверное повышение уровня 
тестостерона в условиях половой активации наблюдалось 
только у самцов мышей линии ��A �p < �,�� по сравнению 
с базальным уровнем��, что свидетельствует об изменениях 
в гормональной регуляции полового поведения у самцов 
мышей других исследованных линий.

В то же время достоверного влияния фактора �генотип� 
�F��,���� = 2,2, p > �,���� на показатель социального интере-
са, время социального взаимодействия с ювенильным сам-
цом обнаружено не было. Время взаимодействия соста-
вило 2�4,� �� 1�,1, 188,1 �� 2�,9, 12�,8 �� 2�,1 и 17�,� �� �2,8 с 
для мышей линий ��A/L��, A��, AKR.��A��1����7� и 
AKR/J соответственно. Это указывает на специфичность 
выявленных различий, связанных с реакцией на сексуаль-
ный стимул, в модели половой активации. 

Показатели половой активации у крыс линии ГК, 
другой модели генетической предрасположенности к 
каталепсии, также отличались от контроля, крыс линии 
Вистар. Было обнаружено достоверное влияние факто-
ров �генотип� �F�1,���� = ��,8, p < �,��1��, �предъявление 
партнера� �F�2,���� = 9�,8, p < �,��1�� и их взаимодействиявзаимодействия 
�F�2,���� = 1�,2, p < �,��1�� на основной показатель вы-

раженности половой мотивации, время у перегородки 
�рис. 2, а��. У самцов некаталептической контрольной 
линии Вистар время у перегородки, за которой находилась 
рецептивная самка, было достоверно выше, чем при спон-
танной активности на пустой отсек �p < �,��1��, а также 
при предъявлении за перегородкой социального стимула, 
нерецептивной кастрированной самки �p < �,�1��. В то 
же время показатели половой мотивации и социального 
интереса у крыс линии ГК были повышены по сравнению 
с крысами Вистар� время, проведенное у перегородки при 
предъявлении и рецептивной, и нерецептивной самок, 
было достоверно выше у крыс ГК, чем у соответствую�их 
групп самцов Вистар �p < �,��1��. У крыс ГК также были 
выявлены различия в реакции на социальный и сексуаль-
ный стимулы �p < �,����. 

Аномальная реакция крыс ГК на социальный стимул 
была подтверждена и в тесте на социальное взаимодей�
ствие. Показано достоверное влияние фактора �генотип� 
�F�1,1��� = �,�, p < �,���� на время социального взаимо-
действия с ювенильным самцом. Время взаимодействия 
составило 171,� �� 27,8 и 247,� �� 2�,� с для крыс линий 
Вистар и ГК соответственно. 

Продемонстрировано достоверное влияние факторов 
�генотип� �F�1,���� = 12,�, p < �,�1��, �предъявление парт-
нера� �F�2,���� = ��,9, p < �,��1��, но не их взаимодействия 
�F�2,���� = 1,9, p > �,���� на число подходов самцов крыс 
к перегородке �рис. 2, б��. Показатели самцов ГК при 
предъявлении и сексуального, и социального стимулов 
были достоверно выше, чем у крыс Вистар �p < �,����, но 
не различались между собой �p > �,����.

Обнаружено достоверное влияние фактора �предъявле-
ние партнера� �F�2,���� = �,49, p < �,����, но не �генотип� 
�F�1,���� < 1�� или взаимодействия факторов �F��,���� < 1�� 
на уровень тестостерона в плазме крови самцов крыс 
�рис. 2, в��. Достоверное повышение уровня тестостерона 
наблюдалось только у самцов Вистар при предъявлении 
сексуального, но не социального стимула �p < �,�� по срав-
нению с базальным уровнем��, в то время как у крыс ГК 
достоверных различий между группами не выявлено, хотя 
и имеется тенденция к повышению уровня тестостерона 
при предъявлении рецептивной самки �p = �,�7��.

Обсуждение
Выраженность половой мотивации у мышей родительской 
некаталептической линии AKR была значительно ниже, 
чем у мышей родительской каталептической линии ��A, 
а у мышей A�� и AKR.��A��1����7� значение этого 
параметра было промежуточным. Таким образом, аллель-
ный вариант фрагмента хромосомы 1� линии ��A, где 
расположен главный ген высокой предрасположенности 
к каталепсии, связан с высоким уровнем половой мотива-
ции, в то время как гены�модификаторы из генома линии 
AKR обуславливают его снижение у мышей линий A�� 
и AKR.��A��1����7�. Между родительскими линиями 
AKR и ��A, а также линиями A�� и AKR.��A��1����7� 
не было обнаружено генетического разнообразия по вы-
раженности социального поведения. Это свидетельствует 
в пользу того, что наблюдаемая разница в выраженности 
половой мотивации обусловлена именно различием в 
проявлении сексуального, а не социального интереса.
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Можно предположить следую�ий механизм закреп-
ления предрасположенности к сниженной половой 
мотивации у мышей линии A�� в ходе селекции на 
каталепсию. Большим количеством экспериментально�
генетических исследований было показано, что отбор 
по какому�либо одному признаку приводит к появлению 
других, так называемых коррелятивных признаков и 
функций. Хотя различные депрессивно�подобные харак-
теристики распределены у мышей родительских линий 
случайным образом и непосредственно не ассоциируются 
с предрасположенностью к каталепсии, в ходе селекции 
на предрасположенность к каталепсии все эти �депрес-
сивные� черты родительских линий концентрируются 

в селекционированной линии �Базовкина и др., 2�����. 
По�видимому, выявленное в данном исследовании сни-
жение половой мотивации у мышей линии A�� также 
является коррелятивным признаком наряду с другими 
депрессивно�подобными чертами. Снижение проявлений 
половой мотивации у мышей линии A�� согласуется с 
литературными данными о нарушениях определенных 
параметров полового поведения в рамках других моделей 
депрессивно�подобных состояний �������������o �� ���., 
2��2� G�o���� �� ���., 2���� W��� �� ���., 2��7�� и клиническими 
данными �����y�o�, �o���jo, 2�����. 

У крыс линии ГК в отличие от мышей линии A�� 
не было выявлено снижения выраженности половой 

рис. 1. Сравнение выраженности половой активации у самцов мы-
шей линий aSc�� aKr.cBa-D13Mit�6 и родител��ских линий aKr и cBa 
по времени (с��� проведенному у перегородки�� за которой находится 
сексуал��ный партнер (рецептивная самка� (а��� �ислу подходов к пе-
регородке (б� и подъему уровня тестостерона (нг/мл� в плазме крови 
после 20 мин предъявления рецептивной самки (в�. 
*p < 0��05; **p < 0��01; ***p < 0��001 по сравнени� с пустым отсеком/�азал��-
ным уровнем; ‡p < 0��05; ‡‡p < 0��01; ‡‡‡p < 0��001 по сравнени� с активно-
ст���/уровнем тестостерона самцов aKr при предъявлении рецептивной 
самки; ◊◊p < 0��01; ◊◊◊p < 0��001 по сравнени� с активност��� самцов 
aSc при предъявлении рецептивной самки; ##p < 0��01; ###p < 0��001 по 
сравнени� с активност��� самцов aKr.cBa-D13Mit�6 при предъявлении 
рецептивной самки.

рис. 2. Сравнение выраженности половой активации у самцов крыс 
Г�� и Вистар по времени (с��� проведенному у перегородки�� за которой 
находится социал��ный или сексуал��ный стимул (нерецептивная или 
рецептивная самка� (а��� �ислу подходов к перегородке (б� и подъему 
уровня тестостерона (нг/мл� в плазме крови после 20 мин предъяв-
ления соответству�щего стимула (в�. 
*p < 0��05; ***p < 0��001 по сравнени� с пустым отсеком/�азал��ным уров-
нем; †p < 0��05; ††p < 0��01 по сравнени� с социал��ным стимулом; ‡p < 0��05; 
‡‡p < 0��01; ‡‡‡p < 0��001 по сравнени� с активност���/уровнем тестостеро-
на соответству�щей группы самцов Вистар.
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мотивации. Основной показатель половой мотивации 
самцов �� время, проведенное у перегородки, отделяю�ей 
его от рецептивной самки. Самцы ГК провели достоверно 
больше времени у загородки по сравнению с самцами 
контрольной �нормальной� родительской линии Вистар. 
Реакция на социального партнера �кастрированную сам-
ку�� также была более значимой у самцов крыс ГК, чем у 
самцов Вистар. В тесте на социальный интерес крысы ГК 
также характеризовались увеличением времени взаимо-
действия с социальным партнером �ювенильным самцом�� 
по сравнению с крысами Вистар. Таким образом, как 
крысы линии ГК, так и мыши линии A�� характеризуются 
нарушениями половой мотивации, однако в рамках этой 
модели они носят другой характер �повышение выра-
женности половой мотивации и социального интереса��. 
Это может быть связано с тем, что на настоя�ем этапе 
селекции в популяции крыс ГК преобладают гиперкинети-
ческие высоковозбудимые животные, поведение которых 
сходно с симптомами маниакального полюса биполярных 
расстройств, а процент животных, проявляю�их каталеп-
сию, значительно снизился �Алехина и др., 2���� Рязанова 
и др., 2�12��. Следует отметить, что гиперсексуальность 
является характерной чертой биполярного расстройства 
�A�����o�, 2�1���.

Реакция повышения уровня тестостерона на самку 
представляет собой гормональный ответ на половой сти-
мул. Уровень тестостерона в плазме крови в значительной 
степени зависит от интенсивности его секреции клетками 
Лейдига семенников, гормональная активность которых 
наследственно обусловлена. Ранее в таких же модельных 
условиях при отсутствии непосредственного контакта 
между самцом и самкой было показано, что эндокрин-
ный ответ семенников самцов мышей на сексуальный 
стимул зависит от генотипа особи и обусловлен иными 
механизмами, чем те, которые регулируют поведение при 
половой мотивации �Амстиславская, Храпова, 2��2��. Нам 
не удалось выявить взаимосвязь между предрасположен-
ностью к каталепсии и уровнем тестостерона в плазме 
крови как в условиях покоя, так и на фоне половой акти-
вации. Достоверное повышение в ответ на предъявление 
рецептивной самки было зафиксировано у животных как с 
предрасположенностью к каталепсии �мыши линии ��A��, 
так и без нее �крысы линии Вистар��. В то же время у крыс 
линии ГК наблюдалась тенденция к повышению уровня 
тестостерона при предъявлении сексуального стимула, 
что указывает, по�видимому, на сме�ение пика подъема 
уровня гормона по времени по сравнению с крысами 
Вистар. 

В заключение с помо�ью оригинальной модели поло-
вой активации самцов было проведено фенотипирование 
животных с наследственно обусловленной предрас-
положенностью к каталепсии и изучена взаимосвязь 
каталепсии с выраженностью половой активации. Пока-
зана взаимосвязь главного гена предрасположенности к 
каталепсии с выраженностью половой мотивации, но не 
гормональной составляю�ей полового возбуждения. У 
мышей линии A��, предложенной как модель депрессии, 
выявлено снижение уровня половой мотивации, в то время 
как у крыс линии ГК, в которой на данном этапе селекции 
преобладают высоковозбудимые животные, поведение 

которых по проявлениям соответствует маниакальному 
полюсу биполярных расстройств, наблюдается повыше-
ние выраженности половой мотивации, что соотносится 
с клиническими данными о гиперсексуальности при 
биполярных расстройствах.
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olfactory �erce�tion �lays the �ey role in the inter-
action of animals with biotic factors of the s�ecies-
s�ecific econiche. identification of odorants informs 
nocturnal animals about social environment�� �resence 
of �redators�� or infected food. olfactory efficiency 
de�ends on �hysiological conditions; in �articular�� 
odor sensitivity can be changed by infection. This wor� 
considers use of fMri in the study of the influence 
of innate immunity activation on neuronal res�onse 
during �erce�tion and differentiation of socially 
significant (2.5-dimethyl�yrazine�� 2-he�tanon� 
and socially insignificant (1-hexanol and iso�rene� 
olfactory stimuli by cD-1 mice. we stimulated innate 
immunity by intra�eritoneal injection of bacterial 
li�o�olysaccharide (lPS� at the dose 500 µg/�g three 
hours before tomogra�hy. Urethane anesthesia was 
used during Mri trail. odor stimulation was done with 
a lab-made metering unit for su��lying standard doses 
of volatile organic com�ounds. The su��ly of olfactory 
stimuli induced activation of neurons in the �rimary 
�erce�tual center and the centers of secondary 
�rocessing of olfactory information. olfactory stimulus 
ty�e affected neuronal res�onse rate in an olfactory 
bulb but did not affect res�onse �arameters in other 
brain regions studied. This increase in neuronal activity 
is li�ely to be of ada�tive significance as a mechanism 

О�онятел��ная рецепция является одним из важнейших 
механизмов взаимодействия организма с окружа�щей средой. 
у животных с но�ной активност����� к которым относятся 
мыши�� перви�ное восприятие и втори�ная перера�отка 
запаховых стимулов позволя�т ориентироват��ся в социал��ной 
среде�� из�егат�� хищников и отвергат�� опасные кормовые 
о�ъекты. Эффективност�� о�онятел��ной перцепции вар��ирует 
в зависимости от физиологи�еского состояния организма�� 
в �астности она может изменят��ся при активации механизмов 
иммунной защиты. В данной ра�оте методом функционал��ной 
магнитно-резонансной томографии (ф�Рт� исследовано влияние 
активации врожденного иммунитета на нейронал��ну� реакци� 
при восприятии и дифференцировке социал��но зна�имых 
(2��5-диметилпиразин�� 2-гептанон� и социал��но незна�имых 
(1-гексанол и изопрен� запаховых стимулов мышами линии cD1. 
Для стимуляции механизмов врожденного иммунитета 
подопытным животным за три �аса до помещения в томограф 
внутри�р�шинно вводили �актериал��ный липополисахарид 
(л�С� в дозе 500 мкг/кг. томографи�еское исследование 
выполняли на животных�� находящихся под уретановым 
наркозом. Запахову� стимуляци� выполняли с помощ��� 
разра�отанной в ла�оратории установки для дозированной 
пода�и лету�их органи�еских соединений. �ода�а ол��факторных 
стимулов вызывала активаци� нейронов в центрах перви�ного 
восприятия и втори�ной о�ра�отки запаховой информации. тип 
запахового стимула влиял на вели�ину нейронал��ной реакции 
в о�онятел��ной луковице�� но не влиял на параметры ответа 
в других исследованных о�ластях мозга. �ктивация врожденного 
иммунитета приводила к увели�ени� площади нейронал��ного 
отклика как в о�онятел��ной луковице – центре перви�ного 
реагирования�� так и в о�ластях втори�ной о�ра�отки запаховой 
информации. �овышение нейронал��ной активности может 
имет�� адаптивное зна�ение как механизм�� о�еспе�ива�щий рост 
о�онятел��ной �увствител��ности�� которая играет кл��еву� рол�� 
в идентификации потенциал��ных исто�ников заражения.

��л��евые слова�� функционал��ная магнитно-резонансная 
томография; запахи; л�С; мыши линии cD1; врожденный 
иммунитет; о�онятел��ная луковица.
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Запаховые сигналы играют важную роль в жизни мле-
копитаю�их и наравне с коммуникативными функ-
циями, информацией о пи�е и хи�никах способны 

выступать в роли источников информации о физиологи-
ческом состоянии организма �H���� �� ���., 199�� ����k����, 
2��1��. Изменчивость запахов под влиянием активации 
иммунной за�иты и паразитарной инвазии многократно 
продемонстрирована в научных работах ��o��k�� �� ���., 
2��1, 2��2��. При этом заостряется внимание на особой 
роли низкомолекулярных органических соединений, 
входя�их в запаховые композиции �НМОС��. НМОС явля-
ются ключевыми социальными сигналами у многих видов 
грызунов ��ovo��y �� ���., 198���. Список таких соединений 
достаточно велик �T����������� �� ���., 2��9��, что обеспечивает 
их широкие сигнальные функции. Восприятие их перифе-
рическими отделами обонятельной системы и передача 
в корковые и подкорковые структуры мозга способны 
запускать у реципиента различные формы поведения, а 
также многие физиологические и иммунные процессы 
�������� �� ���., 1997� L��v��ov� �� ���., 2�1���.

Вместе с тем процесс распознавания запаховых сигна-
лов зависит от собственного физиологического состояния 
организма и подвержен изменениям при развитии пато-
логических процессов �A������� �� ���., 1999� H������ �� 
���., 2�14��, в частности восприятие запахов изменяется при 
оксидативном стрессе и старении ���������� �� ���., 1987� 
���� �� ���., 199���. Также стоит ожидать нарушения воспри-
ятия запаховых стимулов при иммунных и аутоиммунных 
заболеваниях. Так, поведенческое и физиологическое 
действие одного из центральных провоспалительных 
цитокинов �� интерлейкина�1 �� определяется его непосред�
ственным влиянием на гипоталамическую область мозга 
������� �� ���., 1988��. Показано, что цитокины, достигаю-
�ие мозг, влияют не только на терморегуляцию, но и на 
деятельность гипоталамо�гипофизарно�надпочечнико-
вой оси и способны модулировать такие поведенческие 
функции, как прием пи�и или сон �K������ �� ���., 1984��. 
Исследования с использованием только одного цитокина 
не в полной мере моделируют патоген, встречаю�ийся 
в природе и вызываю�ий сложный каскад цитокиновых 
взаимодействий. Поэтому в исследованиях, посвя�енных 
влиянию воспалительных факторов, принято использо-
вать введение очи�енного эндотоксина, не приводя�его 
к развитию патологии, но вызываю�его иммунный 
ответ. Бактериальный эндотоксин �� липополисахарид 
�ЛПС�� �� вызывает кратковременную активацию иммунной 

системы через To�����подобный рецептор 4 �TLR4��. Актива-
ция врожденного иммунитета, вызванная введением ЛПС, 
не только влияет на функции мозга, непосредственно 
связанные с болезнью, но также изменяет нейропсихоло-
гические функции, такие как обучение и память �G�������� 
�� ���., 199�� ���� �� ���., 1998� ���w �� ���., 2��1��. Это влияние 
может происходить на этапах не только обучения и фор-
мирования памяти, но и восприятия информации.

Возможность создать временную воспалительную 
реакцию в хорошо контролируемых экспериментальных 
условиях позволила использовать методы визуализации, 
такие как позитронно�эмиссионная томография �ПЭТ�� 
и функциональная магнитно�резонансная томография 
�фМРТ��, для анализа нейрофизиологических изменений, 
связанных с формированием синдрома болезненного 
поведения. В данной работе методом фМРТ мы исследо-
вали влияние активации врожденного иммунного ответа 
на характер ответных реакций нейронов обонятельной 
луковицы и других структур головного мозга на запаховые 
стимулы разной модальности.

Материалы и методы
Исследование проведено в центре генетических ресурсов 
лабораторных животных ИЦиГ СО РАН �R��E����1914 
X���� и R��E����2114X��1��� на 4� самцах мышей  
линии ��1 ����статуса. Животных содержали группами 
по � особей в индивидуально вентилируемых клетках 
�O������� ����, A������ ����, США��. Подстилка в клетках 
была из обеспыленных опилок, воду и корм животные 
получали ad libitu�. В комнате содержания животных 
были установлены световой режим 12С � 12Т и темпера-
тура 22��24 °С. Полная смена объема воздуха в клетках 
происходила 2� раз в час. Отсутствие постороннего 
запахового воздействия на животных контролировали 
за счет их содержания в индивидуально вентилируемых  
клетках.

Запаховые стимулы
Использованные в эксперименте запаховые ве�ества 
�изопрен, 1�гексанол, 2,��диметилпиразин, 2�гептанон�� 
были произведены ������A�������. Краткая характеристика 
использованных нами ве�еств� изопрен ���H8, молеку-
лярная масса �� �8,117, температура кипения �� �4,��7 °���, 
1�гексанол ���H14O, молекулярная масса �� 1�2,17�, 
температура кипения �� 1�7,2 °���, 2,��диметилпиразин 
���H8�2, молекулярная масса �� 1�8,141, температура ки-
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рис. 1. Схема установки для исследования методом ф�Рт нейронал��ной реакции на дозиро-
ванну� пода�у запаховых стимулов.
1 – основной насос пода�и воздуха; 2 – дополнител��ный насос принудител��ного с�роса воздуха�� 
содержащего запаховый стимул.
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пения �� 1�� °���, 2�гептанон ��7H14O, 
молекулярная масса �� 114,18�, темпе-
ратура кипения �� 1�1,4� °���. Предъ-
явление проводилось в следую�их 
концентрациях� изопрен �� 1���4� 
1�гексанол �� 1����� 2,��диметилпира-
зин �� 1����� 2�гептанон �� 1����.

Функциональная магнитно-
резонансная томография 
За три часа до томографического 
исследования животных взвешивали 
и в пересчете на массу тела одной 
группе животных вводили ЛПС в дозе 
��� мкг/кг, а другой �� физиологиче�
ский раствор в эквивалентном объе�
ме, после чего животных возвра�али 
в клетки содержания. Всего было 
сформировано 8 групп животных �� 4 
контрольных, получавших в качестве 
запаховых стимулов 2,��диметипи-
разин, 2�гептанон, изопрен и 1�гек-
санол, а также 4 группы, у которых 
реакция на перечисленные запахи 
была исследована на фоне актива-
ции врожденного иммунного ответа 
�введение ЛПС��. За 1� мин до начала 
фМРТ животных наркотизировали 
внутрибрюшинным введением уре-
тана �7� мг/кг��. Наркотизированных 
животных поме�али на подогрева-
емый матрас �температура поверх-
ности �� �� °С��, установленный на 
столике томографа. Под нижнюю 
часть тулови�а животных поме�а-
ли пневматический датчик дыхания 
��A ������������, ��o�y ��ook, США��. 
К животному подводили маску, со-
единенную фторопластовой трубкой 
с системой дозированной подачи 
запахов. После настройки томогра-
фического оборудования и получе-
ния морфологической информации 
запускали синхронизированный 
процесс подачи запаха и регистрацию 
фМРТ.

Система для подачи химических 
стимулов �рис. 1�� является моди-
фицированным нами вариантом 
описанного ранее устройства �K����, 
�o����o�, 1974��. Несу�ий запаховый 
стимул воздух подавался со скоро-
стью 2���2� мл/мин. Период отсут�
ствия подачи запаха реализовывался 
принудительно за счет включения 
дополнительного насоса, осу�еств�
ляю�его сброс воздуха, несу�его 
запаховый стимул, в атмосферу 
в большем объеме, чем основной по-
ток ������� мл/мин��. Исходный объем 

используемого одоранта �� 1� мкл раствора, нанесенного на фильтровальную 
бумагу пло�адью 4� мм2. Источник одоранта поме�али один раз в начале 
регистрации фМРТ.

Регистрация фМРТ проходила на протяжении 4� мин. Ольфакторная стиму-
ляция была проведена пять раз� чередование периодов подачи запаха и покоя 
�+2+�+2+�+2+�+2+�+2+�, где 2 �� интервал времени в минутах с предостав-
лением запаха� � �� интервал времени в минутах без предоставления запаха. 
По завершении фМРТ животных извлекали из томографа и поме�али в от�
дельные клетки до возвра�ения животных к нормальному физиологическому 
состоянию.

фМРТ выполнена на сверхвысокопольном томографе ��o���� 117/1� 
��R ����k��, Германия�� при 11,7Т методом E��� �E��o ������� ����������. Па-
раметры импульсной последовательности метода� TE1/TE2 = 1�/4� мсек, 
TR = 2 ��� мсек� количество срезов = � �4� 1,�� ��1,� мм от �������� в соот-
ветствии с атласом �o��, 2��8��� параметры изображения �� 2 см × 2 см, матрица 
128 × 128 пикселей, тол�ина среза �� �,� мм� количество повторений �� ���, 
об�ее время сканирования �� 4� минут. Для улучшения соотношения сигнал/
шум проводили дополнительную настройку однородности поля при помо�и 
метода �������, а также использовали метод разме�ения срезов подавления 
сигнала для областей мозга, не подвергаю�ихся исследованию.

Обработка данных функциональной магнитно-резонансной 
томографии
С помо�ью программы ����V���o� �.� проводили конвертацию данных томо�
графа в об�едоступные форматы �.���� и �.����. Обработку данных фМРТ 
проводили на основе программы ���8, созданной на базе �������, ����. Об-
работку выполняли по стандартным протоколам �www.����.�o�.����.��.�k/���/��. 
В процессе обработки для каждого среза в каждой сессии были рассчитаны 
амплитуда и пло�адь �OL��ответа ����oo� oxy��� ���v��� ��������� �� уровень 
оксигенации ткани, лежит в основе фМРТ ответа��.

Статистическая обработка данных
Для проверки экспериментальных данных на нормальность распределения 
использовался критерий Колмогорова �� Смирнова. Данные были представлены 
в виде средних величин со статистическими ошибками средних. Для оценки 
влияния запахового сигнала и активации иммунной системы на нейрональную 
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З���Х
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реакцию головного мозга применяли многофакторный 
дисперсионный анализ A�OVA с факторами введения 
ЛПС и типа запахового стимула.

Результаты
Предоставление изопрена, 1�гексанола и 2�гептанона 
вызывало активацию нейронов головного мозга �рис. 2, а, 
б, в��. Вместе с тем запах 2,��диметилпиразина приводил 
к снижению активности нейронов, что отражала отрица-
тельная направленность �OL��ответа на всех исследо-
ванных срезах головного мозга �рис. 2, г��. Для количест-
венных сравнений разнонаправленных реакций нейронов 
на 2,��диметилпиразин и другие стимулы анализировали 
значения модуля �OL��ответа. Использованные в работе 
запаховые сигналы характеризуются разной степенью 
летучести. Поскольку поме�ение источника запахового 
сигнала в систему подачи запаха производилось один раз, 
то неодинаковые изменения амплитуды �OL��ответа на 
протяжении фМРТ исследования отражали различия в 
летучести запаховых стимулов. В дальнейшем для срав-
нения реакций на разные запахи использовали данные 
�OL��ответа только при первом предъявление стимула, 
не проводя суммирование всех пяти периодов подачи 
запаха.

ЛПС�стимуляция приводила к увеличению в сравнении 
с контролем нейрональной реакции во всех исследо-

ванных срезах головного мозга при предъявлении всех 
четырех запахов �пример сравнения карт зон активности 
в контроле и при ЛПС�стимуляции в ответ на подачу 
1� гексанола представлен на рис. ���.

Нейрональная реакция �модуль пло�ади �OL��ответа�� 
различных отделов мозга на запаховые стимулы конт-
рольным и ЛПС�стимулированным животным отражена 
в таблице.

Двухфакторный дисперсионный анализ показал, что 
пло�адь �OL��ответа в обонятельной луковице ва-
рьировала в зависимости от подаваемого типа запаха 
�F�,�� = 7,�8, p < �,��1�� и от активации врожденного 
иммунитета �F1,�� = 1�,�4, p < �,��1��. Пло�адь �OL��
ответа в латеральном ольфакторном тракте не зависела от 
предъявляемого запахового стимула �F�,�� = 1,�4, p > �,1��, 
но зависела от активации иммунного ответа �F1,�� = 7,9�, 
p < �,�1��. Подобный результат характерен и для центров 
вторичной обработки информации �F�,�� = 2,�1, p > �,�� �� 
для запаха и F1,�� = �,�9, p < �,�� �� для активации иммун-
ной за�иты��.

Обсуждение
До сих пор удивительно мало исследований посвя�ено 
нейрональному кодированию обонятельной информации. 
Во многом это связанно с технологическими трудностями 
при проведении таких исследований. В нашей работе 

рис. 2. Динамика BolD-ответа при повторных предъявлениях изопрена (а�; 1-гексанола (б�; 2-гептанона (в� и 2��5-диметил-
пиразина (г�. 
�унктирная линия с круглыми маркерами ото�ражает изменение интенсивности сигнала (активност�� нейронов� о�онятел��ной 
луковицы. Сплошная линия показывает �ередование периодов пода�и запаха и покоя.
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использование сверхвысокопольного 
томографа, предназначенного для 
исследования мелких лабораторных 
животных, а также разработанной 
установки по дозированной подаче 
запахов, совместимой с МРТ оборудо-
ванием, позволило охарактеризовать 
нейрональный ответ на конкретный 
запаховый стимул в норме и при акти-
вации врожденного иммунитета.

Использование разных запаховых 
сигналов приводило к изменению 
уровня нейронального отклика в оль-
факторной луковице контрольных 
животных. Подобная зависимость мо-
жет быть объяснена взаимодействием 
запаховых сигналов с разными рецеп-
торами ольфакторного эпителия, име-
ю�их соответствую�ую проекцию в 
обонятельной луковице. В работах X� 
с соавт. �X� �� ���., 2���, 2���� Jo���o� 
�� ���., 2��4�� продемонстрирована за-
висимость величины нейронального 
отклика ольфакторной луковицы от 
длины углеводородной цепи сиг-
нального ве�ества. В исследовании 
анализировали алифатические аль-
дегиды, сложные этиловые эфиры, 
ацетаты, кетоны и спирты. Авторами 
были отмечены снижение нейро-
нального ответа по ходу удлинения 
углеродной цепи, а также наличие 
порога при длине С9, свыше которого 
ве�ества не оказывали выраженного 
стимулирую�его эффекта. Использо-
ванные нами запаховые соединения 
имеют разные физико�химические 
характеристики и длину углеродной 
цепи. Исходя из данных X� мы могли 
ожидать зависимость нейронального 
ответа в ольфакторной луковице от 
длины углеродной цепи. Действи-
тельно, с удлинением углеродной 
цепи мы также отмечаем снижение 
нейронального ответа в обонятель-
ной луковице. Меньшая величина 
нейрональной реакции на изопрен 
�С��� по сравнению с 1�гексанолом 
�С��� объясняется тем, что в наших 
опытах концентрация 1�гексанола 
была в десять раз меньше по сравне-
нию с другими ве�ествами. Также 
обра�ает на себя внимание отличная 
от других использованных запахов 
нейрональная реакция на 2,��диме-
тилпиразин. Известно, что 2,��диме-
тилпиразин экскретируется самками 
мышей либо в стадии метаэструса, 
либо в состоянии стресса, вызванного 
перенаселением ��� �� ���., 1998��. Для 

самцов мышей 2,��диметилпиразин сигнализирует о преобладании нерецеп-
тивных самок, что делает оправданным подавление ольфакторной реакции 
на их присутствие.

Важной составляю�ей частью исследования стало сравнительное изу-
чение нейрональной реакции на запаховые стимулы у животных на фоне 
активации врожденного иммунитета. Активация врожденного иммунитета 
сопровождается развитием множества симптомов, комплекс которых получил 
особое название �синдром болезненного поведения� �����z��, 2��1��. Для него 
характерно изменение целого ряда поведенческих актов� снижение локомо-
торной активности, отказ от поиска и принятия пи�и, снижение активности 
в контакте с конспецификами, ангедония. В основе подобных реакций лежат 
взаимодействия между клетками иммунитета и нервной системы. В миро-
вой литературе неоднократно поднимался вопрос о возможном искажении 
восприятия, обработки и дифференцировки запаховых сигналов в процессе 
активации иммунной системы �K���ko��� �� ���., 2�11� ������� �� ���., 2�11��. Судя 
по результатам нашего исследования, активация врожденного иммунитета не 
отразилась на способности животных воспринимать запаховые стимулы. Ве-
личина пло�ади нейронального ответа в обонятельной луковице, как и у кон-
трольных животных, зависела от вида запахового стимула, ве�ества с более 
длинной углеродной цепью также вызывали некоторое снижение нейрональ-
ного отклика, а реакция на 2,��диметилпиразин характеризовалась негативным 
�OL��ответом. Вместе с тем для всех ЛПС�стимулированных животных 
вне зависимости от запахового стимула отмечается повышенная в сравнении 
с контролем величина нейрональной реакции как в обонятельной луковице, так 
и в других отделах мозга. В ряде работ, проведенных на людях, показано, что 
выполнение познавательной задачи на фоне воспаления усиливает �OL��ответ 
в таких областях мозга, как ствол мозга и миндалина �K��������� �� ���., 2�14��. 
Кроме того, обслуживание когнитивных функций во время воспаления при-
водит к активации дополнительных областей префронтальной коры �H�����o� 
�� ���., 2��9���. Е�е в одной работе той же группы авторов показано, что увели-

рис. 3. Зоны активации нейронов (отме�ены цветом� в ответ на 1-гексанол в трех срезах 
головного мозга при предъявлении 1-гексанола.
Слева направо�� первый срез – ол��факторная луковица�� центр перви�ной о�ра�отки ол��фактор-
ной информации; второй срез – латерал��ный ол��факторный тракт�� переда�а информации; третий 
срез – центры втори�ной о�ра�отки информации. Верхний ряд – реакция на 1-гексанол на фоне 
активации врожденного иммунитета; нижний ряд – реакция на 1-гексанол в контроле.
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чение активности в поле Бродмана 2� ����������� ������o� 
���������� �o���x, отвечает за регулирование эмоциональной 
мимики лица�� изменяется через � ч после инъекции вак-
цины вместе с увеличением активности областей мозга, 
отвечаю�их за настроение �H�����o� �� ���., 2��9���. Таким 
образом, совокупность результатов разных исследований 
подталкивает к заключению о том, что при активации 
некоторых иммунных механизмов происходит вовлечение 
дополнительного числа нейронов в процессы мозговой 
деятельности. А сохранение ЛПС�стимулированными 
животными способности идентифицировать запаховые 
стимулы �по результатам фМРТ обонятельной луковицы�� 
с вовлечением дополнительного числа нейронов в процесс 
запаховой перцепции, с эволюционной точки зрения, 
можно объяснить необходимостью усиленного монито-
ринга запахового окружения как источника информации 
о потенциальной опасности инфицирования.

Полученные нами данные согласуются с результата-
ми исследований, выполненных на людях. Повышение 
ольфакторной чувствительности на фоне �синдрома 
болезненного поведения� может иметь адаптивное 
значение, обеспечивая более эффективное запаховое 
дифференцирование корма, который может быть новым 
источником заражения. Результаты данного исследования 
демонстрируют возможность использования фМРТ при 
оценке нейрональной реакции на запаховые стимулы 
как методического подхода для выявления отклонений, 
которые могут развиваться при моделировании на лабо-
раторных животных психосоматических нарушений.
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в ответ на предъявление запаховых стимулов

Стимул

�лощад�� BolD-ответа в пикселях (среднее ± Sе�

О�онятел��ная луковица латерал��ный ол��факторный 
тракт

Центры втори�ной о�ра�отки 
информации

Изопрен 40��0 ± 20��2 �9��0 ± 24��9 4���6 ± 31��6

1-гексанол 105��0 ± 35��5 99��6 ± 49��� 123��6 ± 55��4

2��5-диметилпиразин* 43��6 ± 1���6 29��0 ± 13��5 15��0 ± 9��0

2-гептанон ���0 ± 4��� 19��4 ± 10��2 2���4 ± 14���

Изопрен л�С 1�3��0 ± 111��9 449��� ± 196��4 20���� ± 10���2

1-гексанол л�С 366��2 ± �2��0 545��4 ± 310��4 �3���0 ± 425��3

2��5-диметилпиразин л�С 9���6 ± 49��3 263��6 ± 144��6 246��2 ± 96��5

2-гептанон л�С 49��0 ± 25��� 126��0 ± 49��� 12���0 ± 6����

* Реакция на 2��5-диметилпиразин имела во всех отделах мозга отрицател��ну� направленност�� и представлена в та�лице как модул�� BolD-ответа.
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Высокотехнологическое фенотипирование

Brain metabolites in isiaH  
and Wistar rats

O.B. Shevelev, A.A. Seryapina, A.L. Markel, 
M.P. Moshkin

institute of cytology and Genetics SB raS�� novosibirs��� russia

Hy�ertension is one of the most common human 
diseases. This disease leads to serious disturbances 
such as myocardial infarction and stro�e. Due to 
the develo�ment of nuclear magnetic resonance 
s�ectrosco�y (nMrS��� a decrease in neuron 
viability in different �arts of the brain in humans 
with hy�ertension has been shown. Translation 
of nMrS tools to the clinic requires the accumulation 
of em�irical data about neurometabolic changes 
in a strictly controlled ex�eriment. it is �articularly 
interesting to com�are the metabolic �arameters 
of laboratory animals with normal and high 
blood �ressure �e�t in the standard conditions 
on exactly the same diet. in this study�� cortex and 
hy�othalamus metabolites of iSiaH and wistar 
male rats at the age of �–9 wee�s were examined. 
cortex and hy�othalamus metabolites were 
measured in animals under isoflurane anesthesia 
using �roton magnetic resonance s�ectrosco�y 
(1Н MrS�. Processing of �rimary data using Partial 
least squares Discriminant analysis (PlS-Da� 
allowed us to identify the main discriminating axis 
(Y1��� its variations reflecting the �redominance 
of excitatory neurometabolites (glutamine and 
glutamate� over inhibitory ones (GaBa and glycine�. 
in the cortex�� the values of the Y1-axis were lower 
in iSiaH than in wistar rats. This fact indicates 
a decrease in cortical excitability in hy�ertensive 
animals. By contrast�� in the hy�othalamus�� the values 
of the Y1-axis were higher in iSiaH than in wistar rats 
and the �redominance of excitatory neurometabolites 
�ositively correlated with the level of mean blood 
�ressure�� which agrees well with the view of caudal 
hy�othalamic activation in hy�ertensive animal 
models.

Key words�� brain metabolites; 1H MrS; hy�ertension; 
reishi.

Гипертони�еская �олезн�� относится к одному из наи�олее 
распространенных за�олеваний �еловека. Эта �олезн�� приводит 
к таким сер��езным нарушениям�� как инфаркт миокарда�� инсул��т. 
Благодаря развити� спектроскопии ядерно-магнитного резонанса 
показано�� �то у л�дей с артериал��ной гипертензией на�л�дается 
снижение жизнеспосо�ности нейронов разли�ных отделов 
головного мозга. трансляция в клини�еску� практику методов 
спектроскопии ядерно-магнитного резонанса тре�ует накопления 
эмпири�еских данных о� изменениях нейромета�олизма 
в условиях строго контролируемого эксперимента. В �астности�� 
представляет интерес сравнение мета�оломных параметров 
у ла�ораторных животных с нормал��ным и повышенным 
артериал��ным давлением�� содержащихся в стандартных условиях�� 
на одинаковой диете. В представленной ра�оте исследованы 
мета�олиты коры головного мозга и гипоталамуса самцов 
крыс гипертензивной линии НИС�Г (iSiaH� и нормотензивной 
линии wistar в возрасте �–9 нед. у животных�� находящихся под 
газовым наркозом (изофл�ран��� проводили методом протонной 
спектроскопии ядерно-магнитного резонанса (1Н �РС� измерение 
мета�олитов в коре головного мозга и гипоталамусе. О�ра�отка 
перви�ных данных с помощ��� анализа Partial least Squares 
Discriminant analysis (PlS-Da� позволила выделит�� основну� 
дискриминиру�щу� ос�� (Y1��� вариации которой отражали 
прео�ладание воз�ужда�щих нейромета�олитов (глутамина 
и глутамата� над тормозными (Г���� и глицином�. Зна�ения 
оси Y1 в коре головного мозга �ыли выше у крыс линии wistar 
по сравнени� с линией НИС�Г�� �то указывает на снижение 
воз�удимости коры головного мозга у гипертензивных животных. 
В гипоталамусе�� нао�орот�� вели�ина оси Y1 �ыла выше у крыс 
линии НИС�Г�� �ем у крыс линии wistar. �ри этом прео�ладание 
воз�ужда�щих нейромета�олитов положител��но коррелировало 
с уровнем среднего артериал��ного давления�� �то хорошо 
согласуется с представлением о� активации каудал��ных отделов 
гипоталамуса у гипертензивных животных.

��л��евые слова�� мета�олиты головного мозга; 1H MPc; 
гипертензия; Рейши.
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Как известно, гипертоническая болезнь является 
болезнью века. Это заболевание выступает в роли 
фактора риска для инфаркта миокарда, инсульта 

и других кардиоваскулярных нарушений. Кроме того, 
хроническое течение артериальной гипертензии со-
провождается целым комплексом психосоматических 
отклонений, среди которых заметное место занимают 
приступы бессонницы, депрессия, падение умственной 
работоспособности и др. ������v���� �� ���., 2�12� K�y��o 
�� ���., 2�1���. В качестве одной из причин нейрональных 
расстройств рассматриваются дефицит кровоснабжения 
различных отделов мозга и, как следствие, изменения 
нейрометаболизма.

В последние годы благодаря развитию спектроскопии 
ядерно�магнитного резонанса, стало возможным изучение 
метаболитов головного мозга без очевидных негативных 
воздействий на пациентов. Эти исследования показали, 
что у лиц с артериальной гипертензией имеет место 
снижение уровня ��ацетиласпартата и холина во фрон-
тальной коре головного мозга ���o �� ���., 2�1��� и таламусе 
���� ������ �� ���., 2��8��, которые являются показателями 
жизнеспособности нейронов. Пока немногочисленные 
результаты спектроскопических исследований указы-
вают на перспективность прижизненного определения 
параметров нейрометаболизма у пациентов с различными 
формами артериальной гипертензии. Для трансляции этой 
методологии в клиническую практику большое значение 
имеет накопление данных прижизненной спектроскопии 
мозга, полученных в условиях контролируемого лабора-
торного эксперимента, в частности при фенотипировании 
генетических линий мышей и крыс с наследственной 
артериальной гипертензией. 

В ИЦиГ СО РАН методами селекции на значительное 
повышение артериального давления в условиях эмоцио-
нального стресса ����k���, 1992�� получена генетическая 
линия крыс НИСАГ �наследственная индуцированная 
стрессом артериальная гипертензия��, которая и послужила 
объектом для изучения методом протонной спектроскопии 
ядерно�магнитного резонанса �1Н МРС�� особенностей 
метаболизма в коре головного мозга и гипоталамуса. Для 
сравнения были исследованы метаболиты тех же отделов 
мозга у крыс нормотензивной линии W�����.

Материалы и методы

Экспериментальные животные  
и условия содержания
Всех животных содержали в соответствии с правилами 
Комиссии по биоэтике Института цитологии и генетики 
СО РАН в условиях без патогенов. Исследование выпол-
нено на базе Центра генетических ресурсов лабораторных 
животных ИЦиГ СО РАН �R��E����2114X��1���. Было 
исследовано 12 лабораторных крыс линии НИСАГ и 
1� лабораторных крыс линии W����� в возрасте 8��9 нед. 
Животных содержали по одному в индивидуально венти-
лируемых клетках высотой 2�,� см и пло�адью 929 см2 
�O���RAT, A������ ����, США��, при свободном доступе 
к воде и гранулированному корму для лабораторных 
грызунов ����категории содержания ��ара� �ЗАО �Ас-
сортимент�Агро�, Россия��, искусственном фотопериоде 

14С � 1�Т, температуре 22��24 °С и влажности 4����� %. 
В качестве подстилочного материала использовали сухие 
обеспыленные опилки �ООО �Альбион�, Новосибирск��. 
Корм и подстилку перед использованием автоклавировали 
при температуре 121 °С. Для поения животных использо-
вали деионизированную воду, полученную на установке 
��������o��, после обога�ения минеральной добавкой 
�Северянка� �ООО �Эко�Проект�, Санкт�Петербург��. 
Содержание и изучение животных выполнены в соответ�
ствии с нормами GL� и правилами Комиссии по биоэтике 
Института цитологии и генетики СО РАН.

Схема эксперимента
За два дня до томографии у животных измеряли неинва�
зивным методом систолическое и диастолическое ар-
териальное давление на аппарате �O�A �������� �K����������� �K��� 
���������� �o��o����o�, США��. Среднее динамическое Среднее динамическое 
артериальное давление рассчитывали по формуле� �сис-
толическое давление �� диастолическое давление�� / � + диа-
столическое давление. Исследования нейрометаболитов 
проводили на горизонтальном томографе с напряжен-
ностью магнитного поля 11.7 Тесла ����k��, ��o���� 
117/1� ��R, Германия��. При помо�и 1H радиочастотных 
катушек исследовали диаметр брюшной аорты, почеч-
ных и сонных артерий, объемную скорость кровотока 
в указанных сосудах, а также уровни метаболитов коры 
головного мозга и гипоталамуса крыс. За � мин до иссле-
дования крыс обездвиживали газовым наркозом ����ofl����, 
��x��� H���������� �o��., США�� при помо�и наркозного 
аппарата �T�� ���v���o� 4�� A���������� ����, ���v���o�, 
��������. Температуру животных поддерживали благодаря 
использованию водного контура в томографическом сто-
лике�кроватке, имевшем температуру поверхности �� °С. 
Под нижнюю часть тулови�а поме�али пневматический 
датчик дыхания ��A ������������, ��o�y ��ook, �.Y., США��, 
что позволяло контролировать глубину наркоза.

1Н МРС. Все протонные спектры головного мозга 
крыс получены с использованием передаю�ей объемной 
����,� �Hz, диаметр 72/89 мм�� и приемной поверхност-
ной ����,� �Hz, размером 12� × �4 × �1 мм�� 1H радиоча�
стотных катушек. Для правильного позиционирования 
спектроскопических вокселей, размер которых составлял 
1,� × 4,� × �,� мм, методом RARE ������ w��� �����x���o� 
������������� с параметрами импульсной последователь-
ности TE = 11 мс, TR = 2,� с были сняты Т2�взвешенные 
изображения головного мозга крысы высокого разрешения 
�тол�иной среза �,� мм, полем обзора 2,� × 2,� см и разме-
ром матрицы 2�� × 2�� точек��. Расположение вокселя на 
аксиальном срезе показано на рис. 1, а, б. Все протонные 
спектры получены с помо�ью пространственно локализо-
ванной одновоксельной спектроскопии методом �TEA� 
������������ ���o ��q������o� �o�� ������o��o�y�� с пара-
метрами импульсной последовательности TE = � мс, 
TR = � с и количеством накоплений 1��. Перед каждым 
спектроскопическим измерением проводили настройку 
однородности магнитного поля в пределах выбранного 
вокселя с помо�ью методики �������. Подавление сигна-
ла воды в спектрах осу�ествлялось с помо�ью импульса 
переменной мо�ности и оптимизированной задержки 
релаксационной последовательности �VA�OR��.
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Обработка 1Н спектров. Для обработки экспериментальных спектров 
1H  МРС и определения количественного состава метаболитов использовалась 
оригинальная разработанная специализированная компьютерная программа, 
основанная, как и программный пакет L��o���� ���ov������, 199���, на предпо-
ложении о том, что спектр смеси известных соединений представляет собой 
линейную комбинацию спектров анализируемых компонентов. Подробное 
описание работы программы представлено в статье �o��k�� с соавт. �2�14��.

Статистика. Данные представлены как ���� �� �E. Сравнения средних 
значений с контролем выполнены на основе метода наименьших значимых 
различий �� o���w�y A�OVA, �o����o� L�������. �исло начальных перемен-
ных, характеризую�ее относительное количество метаболитов мозга, было 
уменьшено с помо�ью анализа �������� L���� �q����� ������������ A����y��� 
��L���A��. Корреляции осей �L���A с метаболитами анализировали методом 
Пирсона.

Результаты
Как показала протонная ЯМР спектроскопия коры головного мозга и гипота-
ламуса, содержание отдельных метаболитов не отличалось на статистически 
значимом уровне между линиями НИСАГ и W����� �таблица��. Вместе с тем 
были выявлены межлинейные отличия по метаболомным паттернам, для 
анализа которых использовали об�епринятую в ЯМР�спектроскопических 
исследованиях многомерную статистику �A������ �� ���., 2�1���. Методом �L� �A 
для метаболитов коры головного мозга выделена ось Y1, характеризую�ая 
изменчивость сопряженных переменных �рис. 2��, которая положительно кор�
релировала с уровнями глутамин + глутамат, мио�инозитолом, ��ацетиласпар-
татом и отрицательно �� с уровнем глицина. У крыс линии НИСАГ значения 
этой оси были отрицательными, а у крыс линии Вистар �� положительными.

Для метаболитов гипоталамуса выделена ось Y1, характеризую�ая из-
менчивость сопряженных переменных �рис. ���, которая отрицательно кор-
релировала с уровнями гамма�аминомасляной кислоты �ГАМК��, лактатом 
и положительно �� с уровнями суммы глутамин + глутамат, мио�инозитолом. 
У крыс линии НИСАГ значения этой оси были положительными, а у крыс 
линии Вистар �� отрицательными. 

Среднее артериальное давление положительно коррелировало со значения-
ми оси Y1 в гипоталамусе �� = �,48, p < �,�2��, и отрицательно в коре головного 
мозга �� = ���,4�, p < �,����.

рис. 1. Расположение вокселя для 1Н �РС коры головного мозга (а� и гипоталамуса (б�. 
в – типи�ный спектр и расшифровка названий мета�олитов�� ins – мио-инозитол; Pcr – фосфокре-
атин; cr – креатин; Glu – глутаминовая кислота; Gln – глутамин; Tau – таурин; as� – аспартат; naa –  
n-ацетиласпартат; GaBa – гамма-аминомасляная кислота; MM – макромолекулы; ala – аланин;  
и lac – лактат.

Обсуждение
Поскольку значения оси Y1, выяв-
ленной для коры головного мозга, 
положительно коррелировали с сум�
марным уровнем возбуждаю�их 
нейромедиаторов �глутамин + глута-
мат�� и отрицательно с уровнем тор-
мозного нейромедиатора �глицин��, а 
также положительно коррелировали 
с уровнем маркера функции глии и 
нейрональной активности �мио�ино-
зитол�� �Громова и др., 2�1�� T�šková 
�� ���., 2�1��� и маркером доли нор-
мально функционирую�их нейронов 
���ацетиласпартат�� �T�šková �� ���., 
2�1���, то вариации данной оси мож-
но отождествить с преобладанием 
возбуждаю�их нейромедиаторов над 
тормозными, а также с активностью 
нейронов и глии. Исходя из наших 
данных, возбудимость и функцио-
нальная активность нейронов и глии 
коры головного мозга крыс линии 
НИСАГ ниже, по сравнению с ли-
нией W�����. В работе И.О. Мешкова 
с соавт. �2�12�� было показано, что в 
тесте открытого поля крысы линии 
НИСАГ демонстрировали большую 
исследовательскую активность, а 
в тесте на звуковой раздражитель �� 
пониженную тревожность по срав-
нению с нормотензивной линией 
крыс. Результаты поведенческого 
тестирования хорошо соотносятся 
с нашими данными о пониженной 
возбудимости коры головного мозга 
у крыс линии НИСАГ.

Значения оси Y1, выявленной для 
гипоталамуса, отрицательно корре-
лировали с тормозным нейромедиато-
ром �ГАМК�� и положительно �� с сум-
мой возбуждаю�их нейромедиаторов 
�глутамин + глутамат��� положительно 
коррелировали с уровнем маркера 
функции глии �мио�инозитол�� �Гро-
мова и др., 2�1�� T�šková �� ���., 2�1��� 
и отрицательно �� с маркером кисло-
родного дефицита �лактат�� ���������v 
�� ���., 2�1���. Вариации этой оси можно 
отождествить с преобладанием воз-
буждаю�их нейромедиаторов над 
тормозными, а также с повышением 
активности глии. Следовательно, у 
крыс линии НИСАГ уровень нейро-
нальной активности гипоталамуса 
выше, по сравнению с нормотензив-
ными крысами. В работе Крамера 
с соавт. �K����� �� ���., 2����� было 
показано, что при моделировании 
артериальной гипертензии возрастает 
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Относител��ные зна�ения отдел��ных мета�олитов (в % от суммы всех мета�олитов� в коре головного мозга и гипоталамусе 
крыс линий НИС�Г и Вистар (in vivo 1Н �РС� 

Генети�еская 
линия

��ора головного мозга

naa % 
(n-ацетил-аспартат�

GaBa %
(гамма-амино-
масляная кислота�

ala %  
(аланин�

as� %  
(аспартат�

cho %  
(холин�

cr %  
(креатин�

НИС�Г (n = 12� 1���23 ± 0��65 2��91 ± 0��52 3��53 ± 0���1 0��09 ± 0��01 0���2 ± 0��15 13���� ± 0����

Вистар (n = 13� 1����� ± 0��62 3���1 ± 0���6 2���6 ± 0���3 0��31 ± 0��20 1��10 ± 0��13 14��45 ± 1��0�

Glu + Gln %  
(глутамин и глутамат�

ins % 
(мио-инозитол�

Tau %  
(таурин�

Gly %  
(глицин�

lac %  
(лактат�

PEa %  
(фосфорил- 
этаноламин�

НИС�Г (n = 12� 16��09 ± 1��19 4���2 ± 1���6 4��1� ± 0��3� 19��4� ± 3��13 6��3� ± 1��15 10���0 ± 1����

Вистар (n = 13� 16���9 ± 1��23 ���23 ± 1��91 4���� ± 0��49 15��4� ± 3��32 5���3 ± 1��63 ���6� ± 1���2

Гипоталамус

naa % GaBa % ala % as� % cho % cr %

НИС�Г (n = 12� 12��4� ± 0��61 1��63 ± 0��39 4��44 ± 1��0� 2��52 ± 0���9 1��94 ± 0��32 13���� ± 0��94

Вистар (n = 13� 13��04 ± 1��03 3��52 ± 1��02 ���13 ± 1���6 1��50 ± 0��55 2��13 ± 0��34 13���9 ± 1��0�

Glu + Gln % ins % Tau % Gly % lac % PEa %

НИС�Г (n = 12� 22���5 ± 1��46 14���0 ± 1��63 2��44 ± 0��56 ���14 ± 2���6 1��23 ± 0��94 14���4 ± 3��13

Вистар (n = 13� 20��65 ± 2��06 11��52 ± 1��60 2���� ± 0��5� 10��6� ± 2��94 3��00 ± 0��91 10��16 ± 1��96

рис. 2. ��орреляция отдел��ных мета�олитов со зна�ениями оси Y1 в коре головного мозга 
крыс (а�; зна�ения оси Y1 в коре головного мозга крыс (б�.
PEa – фосфорилэтаноламин; lac – лактат; Gly – глицин; Tau – таурин; ins – мио-инозитол; Glu – глу-
таминовая кислота; Gln – глутамин; cr – креатин; cho – холин; as� – аспартат; ala – аланин; GaBa 
– гамма-аминомасляная кислота; naa – n-ацетиласпартат.
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нейрональная активность каудальной 
части гипоталамуса, оцененная по 
электрофизиологическим критериям 
и по падению концентрации ГАМК.

Индивидуальные вариации сред-
него артериального давления кор-
релируют со значениями оси Y1, 
отражаю�ей преобладание возбуж-
даю�их нейромедиаторов над тор-
мозными. Причем для метаболитов 
коры головного мозга эта корреляция 
положительная, а для гипоталаму-
са �� отрицательная. Разнонаправлен-
ная взаимозависимость согласуется 
с данными литературы о противо-
положном влиянии барорецепторов 
мозговых артерий на нейрональную 
активность в коре головного мозга 
�R��, E������, 2��1� ������� �� ���., 
2�1��� и гипоталамусе �K�w��� �� ���., 
2�12��.
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Proton magnetic 
resonance spectroscopy 
of neurometabolites 
in the hippocampi of aggressive 
and tame male rats

R.G. Gulevich, A.E. Akulov, S.G. Shikhevich, 
R.V. Kozhemyakina, I.Z. Plyusnina

institute of cytology and Genetics SB raS�� novosibirs��� russia

Pro�ortions of major neurometabolites with 
regard to their total amount in the dorsal region 
of hi��ocam�us were studied in adult male rats 
of �o�ulations selected for long for increase and 
absence of aggressive-fearful res�onse to humans 
and in unselected vivarium-�e�t rats by 1H magnetic 
resonance s�ectrometry. Tame and unselected males 
showed no significant differences in the �ro�ortions 
of any neurometabolites studied. Differences in 
the �ro�ortions of some neurometabolites were 
found in aggressive vs. tame and in aggressive 
vs. unselected animals. Tame animals showed higher 
�ro�ortions of GaBa�� n-acetylas�artate (naa��� 
and choline derivatives and a lower �ro�ortion of 
�hos�horylethanolamine than aggressive ones. it is 
li�ely that the elevated content of GaBa�� one of the 
main inhibitory neurotransmitters in the brain�� lowers 
excitation intensity in tame �u�s in com�arison to 
aggressive ones. in com�arison to unselected animals�� 
aggressive rats demonstrated higher �ro�ortions of 
glutamine�� as�artate�� �hos�horylethanolamine�� and 
lactate and lower �ro�ortions of naa and creatinine + 
�hos�hocreatinine. as�artate is one of the main 
excitement transmitter�� and its elevated �ro�ortion 
in the brain of aggressive rats may favor more intense 
excitation than in unselected rats. in contrast�� the 
elevated �ro�ortion of glutamine in aggressive rats 
vs. tame rats may be indicative of (1� a metabolic 
disturbance in the glutamate – glutamine cycle�� 
which lin�s neural and glial cells�� and (2� decrease in 
the activity of glutaminase�� the enzyme converting 
glutamine to glutamate (GaBa �recursor�. The reduced 
naa �ro�ortion together with the elevated �ro�ortion 
of glutamine in aggressive rats �oint to im�aired 
energy metabolism in com�arison to unselected 
animals. The differences in neurometabolite �atterns 
between hi��ocam�i of male rats of the unselected 
and aggressive �o�ulations suggest the existence 

�етодом 1Н магнитно-резонансной спектроскопии исследовали 
спектр основных мета�олитов в дорзал��ной о�ласти гиппокампа 
у взрослых самцов крыс после длител��ного от�ора на усиле-
ние и отсутствие агрессивно-о�оронител��ных реакций 
по отношени� к �еловеку�� а также у неселекционируемых 
крыс�� разводимых в условиях вивария. �оказано�� �то у ру�ных 
и неселекционированных самцов проценты всех исследуемых 
нейромета�олитов (от о�щего коли�ества� достоверно 
не отли�а�тся�� тогда как по отдел��ным мета�олитам найдены 
разли�ия между агрессивными и ру�ными или между агрессив-
ными и неселекционированными животными. у ру�ных 
самцов процент Г������ n-ацетиласпартата и компонентов�� 
содержащих холин�� выше�� а фосфорилэтаноламина�� нао�орот�� 
ниже�� �ем у агрессивных. Возможно�� у ру�ных крыс из-за 
повышенного содержания Г������ одного из основных тормозных 
нейромедиаторов мозга�� понижена интенсивност�� процесса 
воз�уждения�� в отли�ие от агрессивных. у агрессивных животных 
процент глутамина�� аспартата�� фосфорилэтаноамина и лактата 
выше�� а naa и креатинина с фосфокреатинином�� нао�орот�� 
ниже�� �ем у неселекционированных. �овышенный процент 
аспартата�� одного из основных трансмиттеров воз�уждения 
в мозге�� у агрессивных крыс также может спосо�ствоват�� 
�олее интенсивному процессу воз�уждения�� по сравнени� 
с неселекционированными�� в то время как �олее высокий уровен�� 
глутамина у крыс с агрессивным поведением относител��но 
неселекционированных может �ыт�� показателем мета�оли�еского 
нарушения в цикле глутамат – глутамин�� связыва�щем нейро-
нал��ные и глиал��ные клетки�� а также понижения активности 
глутаминазы�� расщепля�щей глутамин до глутаминовой кислоты 
(предшественника Г����� и аммиака. �онижение процента 
naa наряду с повышением процента глутамина у агрессивных 
крыс может свидетел��ствоват�� о� ухудшении энергети�еского 
мета�олизма относител��но неселекционированных животных. 
Найденные разли�ия по содержани� нейромета�олитов 
в гиппокампе у неселекционированных и длител��но 
селекционированных на агрессивное поведение крыс позволя�т 
предполагат�� существование разли�ных нейро�иологи�еских 
механизмов проявления агрессивности у этих животных.

��л��евые слова�� 1Н магнитно-резонансная спектроскопия; 
агрессия; крысы; Г����; гиппокамп; n-ацетиласпартат; селекция.
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Известно, что комплекс миндалина �� гиппокамп 
участвует в процессе переработки раздражителей 
и особенно тех, которые содержат негативные 

эмоции, например, такие как страх и угроза �Y��� �� ���., 
2��8��. У антисоциальных индивидуумов функциональные 
нарушения в этом районе мозга могут быть связаны с ухуд-
шением эмоционального состояния �R����, Y���, 2�����. 
Показано участие комплекса миндалина �� гиппокамп 
в регуляции агрессивного поведения �G����, �������, 2��1��. 
Кроме того, гиппокамп служит важным гомеостатическим 
регулятором гипоталамо�гипофизарно�надпочечниковой 
системы �ГГНС��, осу�ествляю�им отрицательную связь 
через минералокортикоидные и глюкокортикоидные ре-
цепторы �W������������ �� ���., 2�����.

В последнее время появляются новые данные о моле-
кулярных механизмах, которые позволяют предполагать 
участие гиппокампа в торможении агрессии �Ko��� �� ���., 
2�1���. Так, повышение в дорзальном гиппокампе крыс 
экспрессии нейролигина 2 ������2��, молекул клеточной 
адгезии, локализованных в постсинаптической мембране 
ингибиторных ГАМКергических синапсов и опосредую-
�их их формирование и функционирование, вызывает 
ослабление агрессивности и повышение в нейрональных 
терминалях количества мРНК гена GAD65, кодирую�его 
глютаматдекарбоксилазу �Ko��� �� ���., 2�1���. Этот фермент, 
в свою очередь, участвует в синтезе гамма�амино�масля-
ной кислоты �ГАМК��, одного из основных тормозных ней-
ромедиаторов мозга. Авторы считают, что нейролигин 2 
в гиппокампе поддерживает баланс между процессами 
возбуждения��торможения в мозге, а также в модуляции 
социального и эмоционального поведения.

С помо�ью метода магнитно�резонансной спектроско-
пии �МРС�� оценивают широкий спектр нейрометаболитов 
в различных отделах мозга в норме и патологии у человека 
�Хоружик, 2��7� ��z�k� �� ���., 2�1���, а также до и после 
применяемой терапии �H���� �� ���., 2�1���. Например, при 
аутизме отмечают не только повышение холина и креа-
тинина + фосфокреатинина �Кр + ФКр�� в гиппокампе по 
сравнению с контролем, но и положительную корреляцию 
между их концентрациями и баллами агрессии, оценива-
емыми по специальному опроснику ���z�k� �� ���., 2�1���. 
Наряду с этими работами, исследования на модельных 
животных более перспективны для понимания нейробио�
логических механизмов формирования поведения.

В ИЦиГ СО РАН в течение многих лет проводится 
эксперимент по селекции серых крыс на отсутствие и уси-
ление агрессивно�оборонительной реакции на человека 

или, соответственно, на ручное и агрессивное поведение 
����y������, O�k���, 1997��. Показано, что отбор сопровож-
дается изменением широкого спектра физиологических 
и поведенческих параметров �������ko �� ���., 1989� 
Оськина и др., 2��8� A������ �� ���., 2��8��. У ручных живот-
ных, в частности, отмечали понижение функциональной 
активности ГГНС на фоне повышения экспрессии гена 
глюкокортикоидного рецептора в гиппокампе �Гербек и 
др., 2�1���, а также ослабление внутривидовой агрессии, 
наблюдаемое в тесте �резидент �� интрудер� по сравнению 
с агрессивными и неселекционируемыми �Плюснина, 
Соловьева, 2�1�� ���y������ �� ���., 2�11��. Можно было пред-
полагать, что длительный отбор серых крыс по поведению 
в двух направлениях будет вызывать изменения в содер-
жании некоторых нейрометаболитов в гиппокампе.

Целью данной работы было исследование влияния 
отбора по поведению на основные нейрометаболиты в 
гиппокампе у взрослых ручных, агрессивных и неселек-
ционированных крыс.

Материалы и методы

Экспериментальные животные
Исследования проводили на базе Центра генетических 
ресурсов лабораторных животных ИЦиГ СО РАН 
�R��E����1914X���� и R��E����2114X��1��� на трех-
месячных самцах серых крыс �Rattus norvegi�u��� из двух 
уникальных популяций, селекционируемых в Институте 
цитологии и генетики СО РАН в течение 78 поколений 
на усиление �агрессивные�� или на отсутствие �ручные�� 
агрессивно�оборонительных реакций по отношению 
к человеку. Критерием отбора служили условные еди-
ницы �баллы�� поведенческой реакции на руку человека 
в перчатке �рис. 1��. В качестве контрольных, неселек-
ционируемых, животных использовали диких крыс, 
которых разводили в условиях вивария в течение 7��8 
поколений. Животных содержали в стандартных клетках 
��� × 4� × �� см�� по 4 самца в условиях естественного фо-
торежима и свободного доступа к воде и пи�е.

Магнитно-резонансная спектроскопия дорзальной 
области гиппокампа
Измерения проводили на горизонтальном томографе с 
напряженностью магнитного поля 11.7 Тесла ����k��, 
��o���� 117/1� ��R, Германия��. За 1� мин до проведения 
процедуры крыс наркотизировали внутрибрюшинным 
введением 1� % тиопентала ��,1 мл на 1�� г веса тела��. 
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рис. 1. Средние �аллы поведен�еской реакции у неселекциониру-
емых�� ру�ных и агрессивных крыс в тесте «на пер�атку».
*** p < 0��001 по сравнени� с дикими; ххх p < 0��001 по сравнени� с агрес-
сивными животными.

Для правильного позиционирования спектроскопиче�
ских вокселей, размер которых составлял 2 × � × 2,� мм, 
были использованы изображения МРТ этих животных. 
Исследуемая область гиппокампа показана на рис. 2. 
Все протонные спектры получены с помо�ью одновок-
сельной спектроскопии методом �TEA� ������������ 
E��o A�q������o� �o�� ������o��o�y��. Перед каждым 
спектроскопическим измерением проводили настройку 
однородности магнитного поля в пределах выбранного 
вокселя с помо�ью методики �������. Для обработки 
экспериментальных спектров МРС была разработана 
специализированная компьютерная программа. Принцип 
работы программы подробно описан в статье М.П. Мош-
кина с соавт. ��o��k�� �� ���., 2�14��. Полученные спектры 
содержали пики следую�их соединений� мио�инозитол, 
Кр + ФКр, глутамат, глутамин, таурин, холиновые компо-
ненты, аспартат, ��ацетиласпартат ��AA��, ГАМК, лактат, 
аланин, фосфорилэтаноламин. Оценивали содержание 
�у. е.�� и процент этих метаболитов от их об�его количе�
ства. В каждой группе было по 8 самцов крыс.

Статистическая обработка
Все значения исследуемых параметров представлены 
в виде средних и ошибок средних �М �� ���. Влияние гено-
типа на введенные характеристики тестируемых особей 
определяли с помо�ью однофакторного дисперсионного 
анализа �A�OVA��. Достоверность различий между груп-
пами тестируемых животных оценивали с помо�ью �o�� 
�o�-тестов ������� L����.

Результаты
Обнаружено влияние популяционной принадлежности 
животного на относительное содержание � из 12 исследу-
емых нейрометаболитов в дорзальном гиппокампе� �AA 
F2,21 = �,4�, p < �,�1� ГАМК F2,21 = �,8�, p < �,��� аспар-
тата F2,21 = 4,��, p < �,��� Кр + ФКр F2,4� = �,7�, p < �,��� 

глутамина F2,21 = 4,�1, p < �,�� и фосфорилэтаноамина 
F2,21 = �,1�, p < �,�� �рис. ���. При этом процент аланина, 
холина, глутамата, мио�инозитола, таурина, лактата, а так-
же глутамата и глутамина был статистически одинаковым 
у крыс из разных селекционных групп �популяций��.

Следует отметить, что содержание всех исследуемых 
нейрометаболитов достоверно не отличается у ручных 
и неселекционированных самцов, тогда как отмечаются 
различия  у агрессивных и ручных самцов по �AA, ГАМК, 
фосфорилэтаноамину и компонентам, содержа�им холин, 
а также у агрессивных и неселекционированных по �AA, 
аспартату, Кр + ФКр, глутамину, фосфорилэтаноамину и 
лактату �рис. ���. У агрессивных крыс отмечается более 
низкий процент ГАМК, �АА и содержа�их холин компо-
нентов, но более высокий процент фосфорилэтаноамина 
по сравнению с ручными �p < �,����. Для агрессивных 
самцов характерны максимальные значения глутамина, 
которые достоверно превосходят соответствую�ие по-
казатели у неселекционированных крыс �p < �,����, хотя 
процент �AA в гиппокампе у агрессивных самцов ниже, 
чем у неселекционированных �p < �,�1��, тогда как по со-
держанию аспартата �предшественнику �AA��, наоборот, 
агрессивные самцы превосходят неселекционированных 
�p < �,����. Процент Кр + ФКр у агрессивных самцов ниже, 
а фосфорилэтаноамина выше, чем у неселекционирован-
ных �p < �,�1, p < �,�� соответственно��. Процент лактата 
у агрессивных крыс выше, чем у неселекционированных 
�p < �,����.

Обсуждение
Из полученных данных следует, что в гиппокампе у агрес-
сивных крыс понижено содержание одного из основных 
тормозных нейромедиаторов мозга �� ГАМК, по сравнению 
с ручными. Ранее было показано, что с помо�ью фарма-
кологических препаратов, влияю�их на ГАМК�систему, 
можно изменять агрессивное поведение у мышей ����� 
�� ���., 2��2�� и человека �L��v��� �� ���., 2��8��. Согласно не-
давно опубликованным данным, повышение экспрессии 
нейролигина 2 в дорзальном гиппокампе самцов крыс 
линии W�����, о котором уже упоминалось, вызывало 
повышение в нем количества мРНК гена GAD65, кодиру-
ю�его глютаматдекарбоксилазу, участвую�ую в синтезе 
ГАМК, что сочеталось с ослаблением агрессивности �Ko��� 
�� ���., 2�1���. В связи с этим возможна зависимость между 
процессом синтеза ГАМК и агрессивностью, что согласу-
ется с полученными нами данными. По мнению авторов 
вышеприведенного исследования, нейролигин 2 в гип-
покампе участвует в поддержании баланса между про-
цессами возбуждения и торможения в мозге �Ko��� �� ���., 
2�1���. По�видимому, у агрессивных крыс в балансе этих 
процессов преобладает возбуждение из�за пониженного 
уровня ГАМК в гиппокампе, по сравнению с ручными.

Вместе с тем наши коллеги из Германии с помо�ью 
метода высокоэффективной жидкостной хроматографии 
не нашли достоверных различий в концентрации ГАМК 
в гиппокампе у ручных и агрессивных крыс �A������ �� ���., 
2��8��. В обоих исследованиях измеряли суммарное содер-
жание ГАМК в синапсах и нейронах, а несогласованность 
результатов может объясняться особенностями использу-
емых методов измерения. МРС позволяет регистрировать 
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прижизненное содержание с предварительным введением 
снотворного тиопентала, тогда как методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии результаты получают 
после анестезии с �O2, цервикальной дислокации, хране-
ния образцов тканей на ��8� °С, их последую�ей гомоге-
низации и экстракции ГАМК из образцов тканей. Кроме 
того, МРС проводили не по всему гиппокампу, а только по 
его дорзальной области, не касаясь темпоральной �рис. 2��, 
тогда как для хроматографии брали весь объем гиппокам-
па �области СА1��СА� и зубчатой извилины��. Остается 
неисследованным вопрос об однородности распределения 
метаболитов по разным районам гиппокампа. Хотя, как 
было показано на грызунах, септальный и темпоральный 
районы не только имеют разное функциональное значение 
�T����, ����z���, 2�1���, но и отличаются по интенсивности 
нейрогенеза� в темпоральном районе количество про-
филирую�их клеток и молодых нейронов меньше, чем 
в септальном �J���o, 2�11��.

Если процент ГАМК в гиппокампе у агрессивных 
самцов ниже, чем у ручных самцов, то по аспартату 
агрессивные превосходят и ручных �на уровне тенден-
ции��, и неселекционированных животных �p < �,��, 
рис. ���. Поскольку аспартат считают одним из основных 
трансмиттеров возбуждения в мозге ������������, ������, 
1999��, то можно думать, что повышенный процент его 
в гиппокампе у агрессивных крыс также способствует 

более интенсивному процессу возбуждения, чем у несе-
лекционированных и ручных.

У агрессивных крыс отмечали более высокий процент 
глютамина, чем у неселекционированных �p < �,���� 
и ручных. Известно, что глютамин синтезируется в 
глиальных клетках, затем транспортируется в нервные 
окончания и трансформируется в глутамат �Gov������j� 
�� ���., 2�����. У трансгенных мышей с болезнью Хантинг-
тона наряду с понижением �AA в мозге также отмечали 
повышение глютамина, что может свидетельствовать о 
метаболических нарушениях в цикле глутамат �� глутамин, 
связываю�ем нейрональные и глиальные клетки, а также 
о понижении активности глутаминазы, рас�епляю�ей 
глутамин до глутаминовой кислоты �предшественника 
ГАМК�� и аммиака �J��k��� �� ���., 2�����. Возможно, по этим 
же причинам повышен процент глютамина в гиппокампе 
у самцов крыс с агрессивным поведением по сравнению 
с неселекционированными.

В гиппокампе у агрессивных крыс отмечали пони-
жение содержания �AA, по сравнению с ручными и 
неселекционированными. Этот метаболит считается 
маркером нейронального здоровья, поскольку понижение 
его уровня сопутствует старению, а также дисфункции 
и гибели нейронов в случае некоторых заболеваний или 
повреждений головного мозга ��o����� �� ���., 2��7� O���� 
�� ���., 2��8��. У пациентов с неоднократным проявлением 
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рис. 2. О�ласт�� регистрации спектров нейромета�олитов в гиппокампе крыс (верхний ряд представлен тремя ортого-
нал��ными плоскостями головного мозга� и пример 1Н спектра (нижний ряд�.
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рис. 3. Содержание основных нейромета�олитов в гиппокампе у крыс�� селекционированных по поведени� (в % от о�щего коли�ества�.
* p < 0��05�� ** p < 0��01�� *** p < 0��001 по сравнени� с неселекционированными; # p < 0��05 по сравнени� с агрессивными.
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жестокости методом 1H МРС было показано понижение 
концентрации �AA и Кр + ФКр в префронтальной коре, 
а также отношения �AA/Кр + ФКр в миндалино�гиппо-
кампальном комплексе, по сравнению с контрольными 
субъектами ����������y �� ���., 2�����. Причем между кон-
центрацией �AA в префронтальной коре и частотой 
агрессивных проявлений отмечали достоверную корре-
ляцию. Авторы полагают, что наблюдаемые изменения 
в исследуемых областях мозга у пациентов могут быть 
вызваны понижением плотности нейронов и нарушени-
ем регуляции фосфатного метаболизма. Возможно, это 
относится и к гиппокампу агрессивных крыс, у которых 
также отмечали пониженный процент �AA и Кр + ФКр 
относительно ручных и неселекционированных, хотя 
отношение �AA/Кр + ФКр в гиппокампе у крыс разного 
поведения не различалось.

В то же время в гиппокампе у субъектов с аутизмом, 
агрессивность которых оценивали по специальному во�
проснику, концентрации Кр + ФКр, а также холина были 
выше, чем у контрольных субъектов ���z�k� �� ���., 2�1���. 

Поскольку холин входит в состав клеточных мембран 
и является компонентом фосфолипидного метаболизма, 
по его уровню судят о синтезе мембран и пролиферации 
клеток �Хоружик, 2��7��. Из полученных нами данных 
в гиппокампе у агрессивных крыс, наоборот, процент 
и Кр + ФКр, и холина ниже, чем у неселекционируемых. 
В связи с этим можно предполагать су�ествование раз-
личных нейробиологических механизмов проявления 
агрессивности или их видовых особенностей.

О сме�енном фосфатном метаболизме в гиппокампе 
у агрессивных самцов свидетельствуют полученные нами 
данные по проценту фосфорилэтаноламина и Кр + ФКр, 
а также содержа�их холин метаболитов, компонентов 
фосфолипидного метаболизма и клеточных мембран. Если 
проценты Кр + ФКр и содержа�их холин компонентов 
минимальны у агрессивных животных по сравнению 
с ручными и неселекционированными, то процент фосфо-
рилэтаноламина, наоборот, у первых максимальный.

У пациентов со спонтанными паническими приступа-
ми было показано, что визуальная стимуляция вызывает 
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более сильное повышение лактата/�AA в коре мозга, чем 
у контроля, что, по мнению авторов, может влиять на 
регуляцию системы возбуждения �����o�k �� ���., 2��9��. 
Другие исследователи у таких же пациентов отмечали 
однонаправленные изменения метаболитов в разных 
структурах мозга, а именно пониженный уровень ГАМК 
и повышенные уровни лактата и холина как в передней 
извилине коры, так и в базальных ганглиях, что может 
иметь су�ественное значение для патофизиологии этого 
заболевания �H�� �� ���., 2��7��. В гиппокампе у агрессив-
ных крыс также обнаружено понижение уровня ГАМК 
по сравнению с ручными и повышение уровня лактата 
по сравнению с неселекционированными. Возможно, 
такие изменения характерны не только для гиппокампа 
и способны вызывать паническое поведение у агрессив-
ных крыс, наблюдаемое, в частности, при тестировании 
�на перчатку� и в тесте Морриса, в отличие от ручных 
����y������ �� ���., 2��8��. Более высокий уровень лактата 
в гиппокампе у агрессивных самцов, по сравнению 
с неселекционированными, может свидетельствовать 
о различиях в энергетическом метаболизме и регуляции 
возбуждения.

Известно, что су�ествует связь между синтезом �AA 
в митохондриях нейронов и метаболизмом гликогена и 
глюкозы �� основного источника энергии в мозге ��o���o 
�� ���., 2��1��, а также энергетическим метаболизмом, ко-
торый ухудшается при понижении �AA �����o����� �� ���., 
2��4��. Подавление метаболизма глюкозы может вызывать 
в гиппокампе у мышей понижение не только �AA, но 
и ГАМК, содержа�их холин метаболитов, а также по-
вышение глютамина и глютамата ��o��k�� �� ���., 2�14��. 
У агрессивных крыс также отмечается понижение �AA, 
ГАМК и повышение глютамина по сравнению с ручными 
и неселекционированными, поэтому можно думать, что 
при отборе на агрессивное поведение ухудшается энерге-
тический метаболизм в гиппокампе. Такое предположение 
согласуется с данными, недавно полученными на пчелах 
и дрозофилах �L���y�����y �� ���., 2�14��. Из них следует, 
что агрессия насекомых напрямую зависит от понижения 
энергетического метаболизма в нейронах мозга в резуль-
тате подавления активности генов, связанных с процессом 
окислительного фосфоролирования, при  ингибировании 
которого агрессивность усиливается, хотя первоначально 
авторами предполагалось, что для агрессии, наоборот, 
требуется больше энергии.

К тому же у агрессивных крыс повышено содержание 
лактата, выполняю�его роль энергетического топлива, 
которое поставляется нейронам, для того чтобы подде-
рживать их работу в случае повышения активности мозга 
�T���, 2�14��. Концентрация лактата в интерстиции зависит 
как от гликолитической продукции в астроцитах, так и от 
митохондриального потребления в нейронах �����o�, 2�1���. 
Согласно нейро�энергетической теории, синдром дефици-
та внимания/гиперактивности обусловлен энергетической 
недостаточностью вследствие нарушенного обеспечения 
нейронов лактатом �K�������� �� ���., 2�1���. С терапевтической 
целью предлагается с помо�ью норэпинефрина активи-
ровать глиальные адренорецепторы в активной области 
мозга, чтобы увеличить выброс лактата из астроцитов. 
В исследовании генетических основ антисоциального 

поведения у пациентов с синдромом дефицита внимания 
найдена ассоциация между повышенной агрессивностью 
и геном катехол�O�метилтрансферазы ��O�T��, цитозоль-
ного фермента, катализирую�его присоединение метиль-
ных групп к различным катехоламинам ��o������x �� ���., 
2��9� H������� �� ���., 2�1���. У детей с сопутствую�ей 
агрессией повышен риск синдрома дефицита внимания 
�H������� �� ���., 2�1���. Поскольку у агрессивных крыс 
концентрация лактата в гиппокампе повышена, по срав-
нению с ручными и неселекционированными, можно 
предполагать, что лактат у них медленнее поступает из 
астроцитов или хуже метаболизируется в нейронах, влияя 
на их энергетическую обеспеченность.

Таким образом, при длительном отборе крыс по по-
ведению в двух направлениях отмечаются различия 
по содержанию ГАМК, �AA, фосфорилэтаноламина и 
содержа�их холин компонентов в гиппокампе. Относи-
тельно неселекционированных крыс изменения в спектре 
метаболитов касаются только агрессивных животных� 
процент глутамина, аспартата и лактата у последних 
выше, а Кр + ФКр ниже, чем у контрольных.
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air �ollution by �articulate matter (PM� has been 
associated with cardio�ulmonary morbidity and 
mortality in many recent e�idemiological studies. 
it has been shown that transition metal com�ounds�� 
well-�nown toxic com�onents of PM�� are able to 
induce hy�othermia following whole-body inhalation 
ex�osure. low tem�erature a��ears to �rotect tissue 
against toxic effects of PM metal com�ounds in vivo 
and in vitro. To study the role of soluble and insoluble 
irritants in the induction of the hy�othermic res�onse�� 
we analyzed the decrease in mouse body tem�erature 
(Δtbody� after intranasal administration of Pto 
nano�articles or a K2[Ptcl4] solution. Between-strain 
differences in Δtbody after intranasal administration 
of the irritants were evaluated using 6 inbred (BalB/cJ�� 
c5�Bl/6J�� aKr/olaHsd�� DBa/2JrccHsd�� c3H/HenHsd�� 
and SJl/J� and 2 outbred mouse strains (SciD and 
cD1�. BalB/cJ and SciD mice showed the most 
�ronounced effect of intranasal administration 
of the xenobiotic on tbody. Thus�� tbody was significantly 
lower after nasal administration the Pto nano�articles 
than after administration of the K2[Ptcl4] solution. 
To study the mechanism of this decrease�� we com�ar-
ed the res�ective values for Δtbody following intra-
nasal�� intravenous and �er oral administration of Pto 
nano�articles in Balb/c mice. neither intravenous 
nor �er oral administration had any effect on mouse 
body tem�erature. This fact together with data 
on the dynamics of the decrease in mouse body 
tem�erature following after intranasal administration 
of Pto nano�articles (max Δtbody ~ �0–100 min� 
allowed us to assume that this �rocess is under 
nervous regulation. The correlation found between our 

Одними из компонентов пыли с доказанными токси�ескими 
эффектами на дыхател��ну� и кардиоваскулярну� системы 
явля�тся разли�ные соединения тяжелых металлов. Известно�� 
�то при воздействии тяжелых металлов на дыхател��ну� 
систему происходит понижение температуры тела животного�� 
которое с�итается адаптивной реакцией�� умен��ша�щей 
интенсивност�� проникновения токсиканта. Для изу�ения вклада 
растворимых и нерастворимых форм ксено�иотиков в развитие 
гипотерми�еского ответа в данной ра�оте проводили сравнение 
изменения температуры тела мышей в ответ на интраназал��ное 
введение коллоидного раствора нано�астиц оксида платины 
(Pto-НЧ� и истинного раствора соли платины (K2[Ptcl4]�. Зна�ение 
генети�еской измен�ивости �ыло исследовано на 6 ин�редных 
(BalB/cJ�� c5�Bl/6J�� aKr/olaHsd�� DBa/2JrccHsd�� c3H/HenHsd�� 
SJl/J� и 2 аут�редных линиях (SciD и cD1� мышей. Наи�олее 
выраженное снижение температуры в ответ на интраназал��ное 
введение ирританата продемонстрировали мыши линий BalB/cJ 
и SciD�� при этом амплитуда падения температуры тела (Δtтела� 
в ответ на введение Pto-НЧ �ыла �ол��ше�� �ем на K2[Ptcl4]. 
�еханизм снижения температуры тела при интраназал��ном 
введении ксено�иотика определяли путем сравнения Δtтела для 
интраназал��ного�� внутривенного и перорал��ного введения 
Pto-НЧ. Ни внутривенное�� ни перорал��ное введение нано�астиц 
не вызывало зна�имого изменения tтела животного�� �то вкупе 
с данными по динамике снижения температуры (max Δtтела 
~ �0–100 мин� позволяет предположит�� опосредованный 
нервной системой механизм регуляции изменения tтела�� который 
может реализоват��ся за с�ет активации афферентных волокон 
тройни�ного нерва. ��орреляции данных по max Δtтела в ответ на 
интраназал��ное введение Pto-НЧ и ряда известных феноти�еских 
характеристик (�henome.jax.org� испол��зованных нами линий 
подтвержда�т это предположение. 

��л��евые слова�� нано�астицы; интраназал��ное введение; 
терморегуляция; гипотермия.
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К настоя�ему времени накоплено большое количество 
данных, свидетельствую�их о связи между содержа-
нием пылевых частиц ������������� ������, ���� в воз-

духе на урбанизированных территориях и поражением 
респираторной и сердечно�сосудистой систем ��o�k��y, 
�o��, 1994� ��ook �� ���., 2�1���. Наибольшей биологической 
активностью обладают РМ, размеры которых не превы-
шают 2,� мкм �РМ2,��� ���o������� �� ���., 2��1��. В состав 
РМ входят продукты сгорания автомобильного топлива 
�ПСАТ��, которые вносят значительный вклад в токсиче�
ские эффекты, наблюдаемые на урбанизированных тер-
риториях �����v���o� �� ���., 1991� ������� �� ���., 2�����. Одними 
из компонентов ПСАТ, для которых доказаны токсические 
эффекты, являются соединения тяжелых металлов �H�� 
�� ���., 2��1��. Су�ествуют данные о связи концентрации 
платины в эпителии носовой полости и количества 
лейкоцитов в смывах носа человека ������� �� ���., 2��4��. 
Известно, что при ингаляционном введении растворимые 
соединения �� ������� и V ������� вызывают у мышей брадикар-
дию и нарушение дыхательного ритма ������� �� ���., 1997� 
�y� �� ���., 1999��. Кроме того, продемонстрировано, что 
многие растворимые соединения металлов при ингаляци-
онном введении способны также вызывать гипотермию 
������� �� ���., 2��1��. Предполагается, что снижение 
температуры тела в ответ на предъявление ксенобиотика 
является адаптивной реакцией организма, направленной 
на снижение об�его метаболизма, что позволяет понизить 
скорость распространения данного соединения и умень-
шить его токсические эффекты �Go��o�, 1991��. При этом 
не ясно, способны ли нерастворимые формы ксеноби-
отиков, например оксиды, гидроксиды, металлические 
формы ����, попадая в организм, влиять на поддержание 
температурного гомеостаза. 

Реакции организма на внешнесредовые воздействия, 
включая ингаляцию наночастиц, характеризуются зна-
чительной генетической изменчивостью �Мошкин и др., 
2�11� Aok� �� ���., 2��1� X��o �� ���., 2�����. Анализ генотип� 
зависимых особенностей реагирования на естественные и 
антропогенные загрязнители имеет су�ественное значе-
ние для разработки критериев профессионального отбора 
людей, а также для подбора адекватных тест�объектов в 
токсикологических исследованиях. 

В данной работе для оценки вклада генетической из-
менчивости в реакцию организма на интраназальную ап-
пликацию наночастиц была исследована динамика темпе-
ратуры тела при введении в носовую полость наночастиц 
оксида платины ������� у мышей � инбредных и 2 аутбредных 

линий. Был также проведен анализ корреляций между 
межлинейными различиями по температурной реакции 
на наночастицы и фенотипическими характеристиками, 
представленными для исследованных линий в базе данных 
����o��.j�x.o��. 

Материалы и методы

Животные
Эксперименты выполнены на базе Центра генетиче�
ских ресурсов лабораторных животных ИЦиГ СО РАН 
�R��E����1914X����� R��E����2114X��1���.

Исследование проводилось на самцах мышей в возрасте 
7��1� нед. Животных содержали группами по � особей 
в индивидуально вентилируемых клетках O�������E 
при температуре 2� °С ��� 2 °С��, влажности ������ %, 12�
часовом световом периоде �свет включался в �������, на 
стандартом рационе без ограничения доступа к корму 
и воде. Все животные были ����статуса ��������� ����o��� 
������. Исследовано � инбредных ��AL�/�J, ��7�L/�J, 
AKR/O���H��, ��A/2JR��H��, ��H/H��H��, �JL/J�� и 2 
аутбредные линии мышей ������ и ��1��. Масса тела 
и базальная температура �средние значения за 7 дней�� тела 
исследованных животных приведены в таблице.

Синтез наночастиц PtO-Ч
Наноразмерные частицы платины ��O�� синтезировали 
с использованием промежуточного синтеза полиядерных 
гидроксокомплексов платины �������. Для этого к раствору 
тетрахлороплатината калия �K2[�����4]�� с концентрацией  
1,2� × 1���� М по каплям, при энергичном перемешивании, 
приливали раствор ��OH �1 М�� в мольном соотношении 
K2[�����4]/��OH = 4. Стехиометрический состав поли-
ядерных гидроксокомплексов платины ������� соответствует 
формуле ���OH��2, кислотность таких коллоидных раство-
ров нестабильна и снижается в процессе их старения. 
В данной работе в течение 2� мин после добавления всей 
�елочи к раствору ��������� значение рН изменилось с 7,2 
до �,1. Образовавшуюся суспензию отмывали большим 
избытком воды, а после центрифугирования и декантации 
в продукт был добавлен фосфатный буфер ��H 7,���7,���, 
в котором концентрация ��������� составила �,�� М. 

Характеристика частиц
Параметры агрегации Н� в суспензиях определяли 
методом динамического светорассеяния ��y����� ������ 
����������, �L��� с помо�ью ������z�� ���o�� �����v���,, �L��� с помо�ью ������z�� ���o�� �����v���, 
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Англия��, имею�его разрешаю�ую способность �,� нм �� 
1� мкм. Величину поверхностного заряда определяли 
методом электрофореза, с разрешаю�ей способностью 
�,12 мкм · см · ���1 · ���1 для водных систем. Измерения про-
водили в соответствии со стандартными протоколами.

Морфологию и размеры Н� в суспензиях изучали 
с помо�ью просвечиваю�его электронного микроскопа 
JE� 14�� �JEOL, Япония�� с цифровой камерой V������ 
�����, Германия��. Препараты сорбировали в течение �� сГермания��. Препараты сорбировали в течение �� с��. Препараты сорбировали в течение �� с 
на медные сетки, покрытые формваровой пленкой, стаби-
лизированной напылением углерода в установке V����� 
Ev��o���o� JEE�42� �J�o��, Япония��. Излишки жидкости от-
тягивали фильтровальной бумагой, сетки высушивали на 
воздухе. В каждом препарате определяли средний размер 
Н� путем измерения 1�� частиц с четкими границами, 
используя программы �TE�, версия �.2 �JEOL, Япония��.

Для изучения кристаллической структуры Н� с по-
мо�ью просвечиваю�его электронного микроскопа вы-
сокого разрешения JE��2�1� �J�o��, Япония��, �успензию 
Н� наносили на сетки с углеродной пленкой, применяя 
ультразвуковой диспергатор.

Поскольку токсикантом являются как частицы, так и 
ионы платины �������, при исследовании влияния интрана� платины �������, при исследовании влияния интрана-
зального введения ксенобиотика на снижение температу-
ры тела мыши принципиальным является степень раство-
римости используемых частиц в естественных средах. Для 
оценки растворимости используемые частицы в течение 
48 ч содержали при рН = 4,�, что соответствует рН лизо-
сом ���� �� ���., 2�12��. Концентрацию ионов платины в рас-
творе определяли с помо�ью УФ�виз�спектрофотометрии 
по стандартной методике �G�o����v�, A��o�ov�k�, 2�����. 
В течение 48 ч достоверного увеличения ионов платины 
в растворе не произошло.

Интраназальное введение
Мышь в бодрствую�ем состоянии брали в руку с захваты-
ванием кожи спины на затылке большим и указательным 
пальцами, максимально ограничивая вра�ение головы, 
остальными пальцами этой же руки удерживали задние 
конечности и хвост таким образом, чтобы мышь нахо-
дилась параллельно поверхности стола, животом книзу. 
Свободной рукой с помо�ью пипетки осторожно подно-
сили каплю препарата к носу, ожидая, пока мышь сама его 
вдохнет. Вводили по 7 мкл препарата в каждую ноздрю.

Измерение температуры
Для измерения температуры тела использовали темпера-
турные датчики накопительного типа �ДТН��28 производ�
ства ООО �ЭМБИ�. Масса датчика �,8 г, точность �,1 °С��. 
Датчики имплантировали животным внутрибрюшинно 
под изофлюрановым наркозом. Имплантацию проводили 
не менее чем за 7 дней до введения наночастиц. Датчики 
были настроены на измерение температуры тела каждые 
� мин. Считывание данных с помо�ью бесконтактного 
ридера проводили через � ч после введения наночастиц.

Статистика
Для сравнения двух средних использовали t�тест Стьюден-
та. Для множественных сравнений средних использовали 
L���тест �L���� ����������� ������������. Данные выражали 
как средние �� �E. В качестве параметра, характеризую-
�его снижение температуры тела животных в ответ на 
введение препарата, была взята разница �Δtтела�� между 
минимальным значением температуры за 1��минутный 
интервал в периоде с ��й по 14��ю мин и фоновым значе-
нием температуры тела �таблица��, измеренным за �� мин 
до начала теста. При сопоставлении собственных резуль-
татов с фенотипическими параметрами из базы данных 
����o��.j�x.o�� рассчитывали коэффициенты ранговой 
корреляции Спирмена.

Результаты
�ерез 1���2� мин после интраназального введения нано-
частиц наблюдалось снижение температуры тела, дости-
гавшее уровня статистической значимости у мышей линии 
�AL�/�J и ����� �рис. 1, а��. Минимальный уровень темпе-
ратуры тела был отмечен у мышей линии �AL�/�J через 
97 �� 1� мин, а у мышей линии ����� �� через 7� �� � мин. По 
величине гипотермической реакции исследуемые линии 
распределялись следую�им образом� �AL�/�J > ����� > 
AKR/O���H�� > ��A/2JR��H�� > ��1 > ��7�K/�J > 
�JL/J > ��H/H��H�� �рис. 1, б��. Вызванное аппликацией 
наночастиц падение температуры тела не зависело ни от 
массы тела животных, ни от фоновых значений базальной 
температуры тела �таблица��.

На мышах линии �AL�/�J, которые демонстрировали 
наибольший гипотермический ответ, была исследована 
температурная реакция на интраназальное введение на-
ночастиц оксида платины ������� и растворимого прекурсора 

Средние зна�ения среднесуто�ной �азал��ной температуры и массы тела животных испол��зованных линий 

линия ��оли�ество животных �асса тела�� г  X ± SE температура тела�� °С  X ± SE

cD1 5 24��9 ± 1��0 36��2 ± 0��32

aKr/olaHsd 5 22 ± 0��� 36��6 ± 0��13

DBa/2JrccHsd 5 19��9 ± 0��� 36��� ± 0��15

c5�Bl/6J 5 1���6 ± 0��2 36��4 ± 0��12

SciD 5 21��1 ± 0��� 36��2 ± 0��1�

BalB/cJ 5 23��2 ± 0��3 35��9 ± 0��0�

SJl/J 5 20��5 ± 0��4 36��� ± 0��1�

c3H/HenHsd 5 23��2 ± 0��2 36��5 ± 0��21



�ежлинейные разли�ия мышей по температурной реакции 
на интраназал��ное введение нано�астиц оксида платины

Д.В. �етровский�� �.В. Ромащенко��  
С.Ю. троицкий�� �.�. �ошкин

442 Вавиловский журнал генетики и селекции • 19 • 4 • 2015

��O�Н� �� тетрахлороплатината калия �K2[�����4]��. Гипо-
термический эффект ��O�Н� су�ественно превосходил 
таковой раствора K2[�����4] �рис. 1, г��. При этом ни внут-
ривенное, ни пероральное введение ��O�Н� достоверных 
изменений температуры тела не вызывало �рис. 1, в��.

Для � линий мышей, использованных в нашем исследо-
вании ��AL�/�J, ��7�L/�J, AKR/O���H��, ��A/2JR��H��, 
��H/H��H����, имеются данные по фенотипированию, про�
веденному в Джексоновской лаборатории �США, Мэн��. Это 
позволило проанализировать корреляции между средними 
по линии значениями ряда тестов, взятых из этой базы 
данных, и средними по линии значениями Δtтела. Показано, 
что Δtтела высокодостоверно коррелировала с амплитудой 
реакции в поведенческом тесте по оценке стартл�реф-
лекса у различных линий мышей �рис. 2, а��. Кроме того, 
достоверные корреляции были получены между Δtтела и 
результатами теста по оценке моргательного рефлекса 
�ранговая оценка ответа мыши на �ипок века, рис. 2, б��.

Обсуждение
Показано, что ингаляция ряда ксенобиотиков вызывает 
снижение температуры тела животного �W��k���o� �� 
���., 2��1��, что рассматривается как адаптивная реакция, 

направленная на снижение интенсивности накопления 
поллютантов �Go��o�, 1991��. Большая часть этих работ 
выполнена на основе растворимых соединений, тог-
да как температурные эффекты нерастворимых форм 
практически не изучены. Одними из наиболее значимых 
токсикантов, входя�их в состав РМ2,�, являются соеди-
нения платины, которые попадают в атмосферу вместе с 
выхлопными газами ��o���ov�� �� ���., 2��2��. Сравнение 
температурной реакции мышей на интраназальную ап-
пликацию наночастиц платины ������� и их растворимого 
прекурсора показало более выраженный эффект нераст�
воримой формы данного металла. Это ставит вопрос о 
роли твердых аэрозолей, образованных, прежде всего, 
оксидами тяжелых металлов, в реализации токсических 
эффектов РМ2,�. Как было показано в эпидемиологических 
исследованиях, повышение концентрации РМ2,� способно 
вызывать кардиоваскулярные, респираторные и другие 
нарушения, вплоть до внезапной смерти �������� �� ���., 
199�� ���w���z, �o����, 199���.

Анализируя физиологические эффекты вдыхаемых ксе-
нобиотиков, авторы большинства исследований рассмат-
ривают в качестве основного органа мишени легкие, а не 
носовую полость �Ko��v���� �� ���., 1999��. Однако в нашей 

рис. 1. Изменение температуры тела мышей при введении Pto-НЧ и раствора K2[Ptcl4].
а – динамика изменения температуры тела (tтела°С� после интраназал��ного введения Pto-НЧ (�ерная стрелка�; б– межлинейное сравнение средних 
зна�ений (Mean ± SE� амплитуды падения tтела°С животного при интраназал��ном введении Pto-НЧ; в – сравнение амплитуды падения tтела°С у мышей 
линий Balb/cj при интраназал��ном (и/н��� внутривенном (в/в� и перорал��ном (п/о� введении Pto-НЧ (0���5 × 10–6 � по Pt/кг�; г – сравнение амплитуды 
падения ttтела°С у мышей линий Balb/cj при интраназал��ном введении 14 мкл Pto-НЧ (1��25 × 10–3 � по Pt� и K2[Pt(cl�4] (1��25 × 10–3 ��. ��� B�� С – достовер-
ные отли�ия средних зна�ений по lSD-тесту (p < 0��05�� n = 5�. * – достоверные отли�ия по непараметри�ескому U-критери� �анна – уитни (p < 0��05�� n = 5�.
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работе впервые установлено, что интраназальное введе-
ние частиц оксида платины и их растворимого прекурсора 
вызывает снижение температуры тела животного. 

Был проведен анализ связей между амплитудой па-
дения температуры, индуцированного токсикантом, и 
различными известными фенотипическими характе-
ристиками линий мышей. У гомойотермных животных 
снижение температуры �ядра� тела обычно сопряжено 
с увеличением теплоотдачи, которое реализуется за счет 
вазодилатации сосудов кожи и слизистых. Также возмож-
ной причиной гипотермии может быть снижение уровня 
энергетического метаболизма ��o����o�, ��k�����, 2�11��. 
Поскольку в отличие от интраназальной апликации ни пе-
роральное, ни внутривенное введение соответствую�его 
количества ��O�Н� не вызывает снижения температуры, 
можно исключить гипотезу о �токсической� гипотермии, 
возникаю�ей при распространении токсиканта через 
кровеносное русло по всему организму �Go��o�, 1991��. 
Так как известно, что падение температуры при активации 
To��������k� рецепторов тучных клеток назального мукозаль-
ного слоя начинается не ранее, чем через �� мин после 
введения L�� или 1V1��, специфического агониста TRL7 
�H�y���� �� ���., 2��8��, а в наших экспериментах падение 
температуры начиналось практически сразу после вве-
дения частиц �рис. 1, а��, вероятнее всего, наблюдаемый 
эффект гипотермии реализуется за счет нервной регуля-
ции теплоотдачи, т. е. за счет изменения �установочной 
точки� в центрах терморегуляции. 

При анализе межлинейных различий температурной 
реакции было уделено основное внимание связям между 
амплитудой падения температуры и особенностями реаги-
рования нервной системы, а именно тестам, оцениваю�им 
болевую чувствительность, сенсомоторным тестам, тестам 
на оценку способности к фильтрации сенсорной инфор-
мации �����o�y ��������. Было установлено, что снижение 
температуры тела обратно коррелировало с амплитудой 
акустического ���������рефлекса. Данный тест оценивает 
по интенсивности двигательного ответа на повторяю�и-
еся акустические раздражители способность животного 
�отфильтровывать� ирреливантную информацию. Рядом 
авторов с помо�ью прямых электрофизиологических 

опытов для различных структур мозга было показано, 
что выраженная способность осу�ествлять сенсорную 
фильтрацию ������o�y ��������� сочетается с большим коли-
чеством и более высокой активностью ГАМКергических 
нейронов в данной области ����o����k, ����, 1994��. 

Кроме того, удалось обнаружить корреляцию между 
степенью выраженности роговичного рефлекса и ампли-
тудой падения температуры при интраназальном введении 
��O�Н�. Интенсивность проявления роговичного или 
моргательного рефлекса характеризует чувствительность 
V�� ветки тройничного нерва, который иннервирует респи-
раторную часть носовой полости. Афферентные волокна 
тройничного нерва способны реагировать на стимулы 
различной модальности� падение рН ���y���, �oo��, 199���, 
механическую деформацию �������� �� ���., 2�����, темпе-
ратуру �H�y���, 2�14��, углекислый газ �Ko���, ��y���, 
199���. Кроме того, известно, что ядра тройничного нерва 
в пластинке �� спинного мозга связаны с медиальными 
ядрами преоптической области гипоталамуса, участвую-
�ими в регуляции температурного гомеостаза ������y�y 
�� ���., 2��8��. Таким образом, проведенный анализ дает 
основания полагать, что снижение температуры тела 
животного в ответ на интраназальное введение ��O�Н� 
может осу�ествляться через активацию чувствительных 
волокон тройничного нерва, иннервирую�их носовую 
полость, что приводит к изменению �установочной точки� 
в преоптической области гипоталамуса.

Корреляционный анализ показал, что способность к 
фильтрации ирреливантной информации и высокая бо-
левая чувствительность окончаний тройничного нерва 
сочетались с высокой амплитудой изменения температуры 
тела в ответ на предоставление ксенобиотика. Полученные 
результаты свидетельствуют о том, что межлинейные 
различия по амплитуде падения температуры в ответ на 
интраназальное введение ��O�Н� могут определяться 
как �чувствительностью� афферентных волокон трой-
ничного нерва, иннервирую�их носовую полость, так и 
особенностями работы центральных структур ������o�y 
���������, выраженных в активности ГАМКергических 
нейронов структур мозга, ответственных за реализацию 
данного эффекта. 

рис. 2. Взаимосвяз�� среднего по линии зна�ения амплитуды падения температуры тела при введении Pto-НЧ и разли�ных фенотипи�еских 
характеристик данной линии.
а – средние зна�ения ранговой характеристики (0–2��� оценива�щей интенсивност�� моргания глаз мыши после щипка пинцетом за правое веко; 
б – амплитуда реакции животного после 16-го повторного предъявления акусти�еского стимула (�елый шум�� 100 Дц�. Для анализа взяты средние 
зна�ения фенотипи�еских характеристик ин�редных линий животных�� опу�ликованных в открытом доступе (�henome.jax.org�; r – непараметри�еский 
коэффициент корреляции Спирмена (p < 0��05�.
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�ежлинейные разли�ия мышей по температурной реакции 
на интраназал��ное введение нано�астиц оксида платины

Д.В. �етровский�� �.В. Ромащенко��  
С.Ю. троицкий�� �.�. �ошкин

Таким образом, 1�� при попадании в организм нераст-
воримые соединения металлов могут вызывать большее 
по амплитуде падение температуры тела животного по 
сравнению с растворимыми� 2�� эпителий носовой полости 
играет значимую роль в реализации эффекта снижения 
температуры тела при ингаляции ксенобиотиков� ��� вели-
чина гипотермической реакции на интраназальное введе-
ние наночастиц су�ественно варьирует в зависимости от 
генетической линии мышей.
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alzheimer’s disease (aD� is the most �revalent neuro-
degenerative disease. it �roduces atro�hic changes in 
the brain�� which cause dementia. The incidence of aD is 
increasing with increasing life ex�ectancy and gradual 
aging of the �o�ulation in develo�ed countries. There 
are no effective �ro�hylactic interventions because 
of insufficient understanding of the aD �athogenesis 
and the absence of adequate ex�erimental models. 
recently�� we showed that senescence-accelerated 
oXYS rats re�resent a �romising model of aD; in these 
rats�� accelerated aging of the brain is accom�anied 
by the ty�ical signs of aD�� degenerative alterations 
and death of neurons�� a decrease in syna�tic density�� 
mitochondrial dysfunction�� hy�er�hos�horylation of 
the tau �rotein�� an increased level of amyloid β (aβ1–42��� 
and the formation of amyloid �laques. To elucidate how  
these signs develo��� we used a next-generation rna  
sequencing technique (rna-Seq� to study the �refron-
tal-cortex transcri�tome of oXYS rats during the mani- 
festation of aD signs (at an age of 5 months� and 
during their active �rogression (at an age of 1� months���  
using age-matched wistar rats (�arental strain� as 
controls. at the age of 5 months�� there were significant 
differences between oXYS and wistar rats (p < 0��01� in 
the mrna ex�ression of more than 900 genes (> 2 000 
genes at the age of 1� months� in the �refrontal cortex. 
Most of these genes were related to neuronal �lasticity�� 
�rotein �hos�horylation�� Са2+ homeostasis�� hy�oxia�� 
immune �rocesses�� and a�o�tosis. Between the ages of 
5 and 1� months�� there were changes in the ex�ression 
of 499 genes in wistar rats and changes in the ex�res-
sion of 5 500 genes in oXYS rats. only 333 genes were 
common between these sets. This finding �oints to 
differences in the mechanisms and rates of age-related 
changes in the brain between normal aging and the 
�eriod of develo�ment of aD-s�ecific neurodegene-
rative �rocesses.

Key words�� alzheimer’s disease; oXYS rats; brain 
transcri�tome; rna-seq.

Болезн�� �л��цгеймера (Б�� – самое распространенное 
нейродегенеративное за�олевание�� которое становится 
при�иной деменции на фоне атрофи�еских изменений мозга. 
За�олеваемост�� Б� растет по мере увели�ения продолжител��-
ности жизни и постарения населения развитых стран. Эффектив-
ных методов профилактики Б� нет�� �то о�условлено неполнотой 
знаний патогенеза за�олевания и отсутствием его адекватных 
�иологи�еских моделей. Недавно мы показали�� �то перспективной 
модел��� Б� явля�тся преждевременно старе�щие крысы 
oXYS�� ускоренное старение мозга которых происходит на фоне 
характерных признаков за�олевания�� дегенеративных изменений 
и ги�ели нейронов�� снижения плотности синапсов�� дисфункции 
митохондрий�� гиперфосфорилирования тау-�елка�� повышения 
уровня амилоида �ета (aβ1–42� и о�разования амилоидных �ляшек. 
Выясняя природу их развития�� в настоящей ра�оте исследовали 
методом rna-seq транскриптом префронтал��ной коры мозга 
крыс oXYS в период манифестации признаков Б� (возраст 
5 мес.� и их активной прогрессии (возраст 1� мес.��� испол��зуя 
в ка�естве контроля одновозрастных крыс Вистар. у крыс oXYS и 
Вистар в возрасте 5 мес. в префронтал��ной коре мозга зна�имо 
(p < 0��01� разли�ался уровен�� мРН�� �олее 900 генов�� в возрасте 
1� мес. – �олее 2 000 генов�� основная �аст�� которых связана 
с нейронал��ной пласти�ност����� фосфорилированием �елка�� Са2+ 
гомеостазом�� гипоксией�� иммунными процессами и апоптозом. 
В возрастной период с 5 до 1� мес. у крыс Вистар изменялас�� 
экспрессия 499 генов�� у крыс oXYS – �олее 5 500 генов. Из них 
тол��ко 333 гена �ыли о�щими для крыс oXYS и Вистар�� �то свиде-
тел��ствует о разли�иях в механизмах и скорости возрастных 
изменений мозга при нормал��ном темпе старения и развитии 
характерных для Б� нейродегенеративных процессов.

��л��евые слова�� �олезн�� �л��цгеймера; крысы oXYS; 
транскриптом мозга; rna-seq.
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Болезнь Альцгеймера �БА�� �� самое распространенное 
нейродегенеративное заболевание, которое стано-
вится причиной деменции на фоне атрофических 

изменений мозга и в конечном счете �� смерти в течение 
���9 лет после постановки диагноза �Q��������, L�������, 
2�1���. Заболеваемость растет по мере увеличения про-
должительности жизни и постарения населения развитых 
и развиваю�ихся стран� по данным ВОЗ, в мире более 
�� млн человек страдают БА, а к 2��� г., по прогнозам, 
таких больных будет > 11� млн ��o����y �� ���., 2�12��. Эф-
фективных способов профилактики и лечения БА нет, что 
обусловлено неполнотой знаний патогенеза заболевания, 
поздней постановкой диагноза, которая базируется в ос-
новном на оценке когнитивных нарушений и поведения, 
наличие которых регистрируется уже на фоне необрати-
мых нейродегенеративных изменений. Это определяет 
актуальность исследования молекулярно�генетических 
механизмов развития БА и разработки на их основе новых 
способов профилактики и лечения заболевания и маркеров 
для ранней диагностики БА. 

Различают две формы БА� наследственную и спора-
дическую. На первую приходится только около � % слу-
чаев БА, она развивается в возрасте до �� лет, ча�е �� до 
4����� лет и обусловлена мутациями в генах APP, PSEN1 
и PSEN2. Остальные 9� % случаев приходятся на спора-
дическую форму заболевания, возраст развития которой �� 
больше �� лет �K�����, K�������, 2�1���. В ходе усиленных 
исследований механизмов БА в последние 2� лет было 
выдвинуто несколько гипотез ее этиологии и патогенеза, 
доминирую�ей среди них стала гипотеза �амилоидного 
каскада�, основанная на исследованиях генетических 
форм БА и выявленных нейротоксических эффектах 
пептида амилоида�β �Аβ1��42�� как центрального события 
в каскаде патологических процессов ��o����y �� ���., 2�12��. 
Однако в последние годы растет число убедительных ар-
гументов в пользу того, что эта гипотеза оправдана, скорее 
всего, только для наследственной формы БА. Недавние 
исследования свидетельствуют о том, что накопление 
токсических форм Aβ при развитии спорадической формы 
БА может быть опосредовано синаптическими процесса-
ми �����o���� �� ���., 2�14��.

Несмотря на выявленные ассоциации с полиморфизма-
ми в ряде генов �������� �� ���., 2��7��, конкретные молеку-
лярно�генетические механизмы развития спорадической 
формы БА, перехода физиологических возрастных изме-
нений мозга в патологический процесс остаются не ясны-
ми. Анализ изменений транскриптома, предшествую�их 
и сопутствую�их фенотипическим проявлениям старения 
и развитию связанных с ним заболеваний, �� продуктив-
ный подход к поиску молекулярных мишеней�генов, 
вовлеченных в их этиологию и патогенез, но проводить 
такие исследования на людях проблематично, особенно на 
доклинических стадиях БА, манифестация которых про-
исходит позднее, чем формируются нейродегенеративные 
изменения и развиваются лежа�ие в их основе события 
на молекулярном уровне. Наши исследования показали, 
что уникальной генетической моделью преждевременного 
старения и связанных с ним заболеваний является линия 
крыс OXY�, созданная в ИЦиГ СО РАН селекцией и 
инбридингом крыс Вистар, чувствительных к катаракто-

генному эффекту галактозы. В пяти первых поколениях 
развитие катаракты провоцировали нагрузкой галактозой, 
в дальнейшем отбор вели по ранней спонтанной катаракте, 
сцепленно с которой животные унаследовали комплекс 
признаков преждевременного старения, в том числе ус-
коренное старение мозга �Ko��o�ov� �� ���., 2��9� ������ov� 
�� ���., 2�1�� Колосова и др., 2�14��. На фенотипическом 
уровне оно проявляется формированием уже к возрасту 
� мес. пассивного типа поведения, повышенной тревож-
ности, нарушением способности к обучению на фоне 
нейродегенеративных изменений, выявленных методами 
магнитно�резонансной томографии �Колосова и др., 2�11� 
������ov� �� ���., 2�14���. О снижении когнитивных функций 
у молодых крыс OXY� свидетельствует и нарушение 
формирования длительной посттетанической потенциа-
ции �Береговой и др., 2�11��. Методом QTL�анализа были 
выявлены локусы, ассоциированные с развитием у крыс 
OXY� катаракты, ретинопатии и особенностей поведения 
�Ko��o����� �� ���., 2�12��. Функциональная аннотация этих 
локусов выявила обога�ение района генами, связанными 
с нейродегенерацией, в том числе с метаболическим пу-
тем БА. Действительно, проведенные нами исследования 
показали, что снижение когнитивных функций и изме-
нение поведенческого стереотипа происходят у крыс 
OXY� на фоне развития характерных для БА признаков� 
дегенеративных изменений и гибели нейронов, снижения 
плотности синапсов, дисфункции митохондрий, гипер-
фосфорилирования тау�белка, повышения уровня Aβ1�42 
и образования амилоидных бляшек �������ov� �� ���., 2�14�, 
�, 2�1��, ���. Отсутствие в геноме крыс OXY� характерных 
для ранней формы заболевания мутаций в генах App, Psen1 
и Psen2 �������ov� �� ���., 2�1�а�� позволяет рассматривать 
линию крыс OXY� как перспективную модель споради-
ческой формы БА. 

Цель настоя�ей работы �� изучить транскриптом пре-
фронтальной коры мозга крыс OXY� в период активной 
манифестации и усиленной прогрессии признаков БА ме-
тодом массового параллельного секвенирования, исполь-
зуя в качестве контроля одновозрастных крыс Вистар.

Материалы и методы
Работа выполнена методом R�A���q на крысах OXY� 
и Вистар в возрасте � и 18 мес. �n = ���. Приготовление 
кДНК библиотек и секвенирование на платформе ����������� 
G��o�� A����yz�� ����x проведены в соответствии с прото-
колами ����������� для R�A���q �ОАО �Геноаналитика���. 
Для каждого образца было получено ~ 4� млн прочтений 
�ридов�� длиной �� нуклеотидов. Риды картировали на 
референсный геном Rattus norvegi�us �версии R�o�_�.�.7��� 
с помо�ью программы To�H�� �v2.�.1��� �T��������� �� 
���., 2��9��. Картированные последовательности были 
использованы для сборки транскриптома по референс-
ному геному с помо�ью ���fl��k� �v2.2.1��. Полученная 
аннотация транскриптов была объединена с известными 
аннотациями E��E��L �R�o�, v�.�.7��� и R����q �R�o�, 
v�.��� и использована совместно с данными картирования 
для составления таблиц числа ридов на ген �HT��q2 
с параметром �AQ > 1���. Различия в экспрессии оцени-
вали с помо�ью программных пакетов �E��q и �E��q2, 
использую�их статистическую модель отрицательного 
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биномиального распределения �A�����, H����, 2�1���. 
Одновременно такой же анализ выполнялся и для кар-
тирований, прошедших через удаление потенциальных 
ПЦР�дупликатов с помо�ью программы ������ Too���, 
с целью отследить и исключить возможную систематиче�
скую погрешность, привнесенную на этапе амплификации 
библиотек. Уровень значимости изменения экспрессии 
рассчитывали с учетом поправки для множественных 
сравнений Бенджамини �� Хохберга �БХ ��v�����, �E��q��. 
При создании объединенного списка дифференциально 
экспрессирую�ихся генов �ДЭГ�� учитывали гены без 
поправки на множественные сравнения с p < �,�1. Функ�
циональную аннотацию групп ДЭГ проводили с помо�ью 
W���инструмента �AV��� и W��G������� при порогах зна-
чимости обога�ения �EA�E�� p < �,��. 

Результаты

Анализ данных секвенирования 
транскриптома (RNA-seq)
Установлено, что при заданной глубине секвенирования 
в префронтальной коре крыс OXY� и Вистар, согласно 
методу �E��q, экспрессируется около 1� 2�� генов. Со-
гласно методу �E��q2 �� около 21 2�� генов. Поскольку 
перекрытие списков экспрессирую�ихся генов при оценке 
методами �E��q и �E��q2 составило 1�� %, для дальней-
шего анализа результатов секвенирования транскриптома 
префронтальной коры крыс использовали данные �E��q2. 
Установлено, что максимальное количество ридов было 
2 �87 �8�. Среднее значение уровня экспрессии по всем 
детектированным генам составило 1 422 рида. В таблице 
представлены �� генов с наиболее высокой экспрессией 
в префронтальной коре крыс. Функциональный анализ 
обога�ения терминами генных онтологий �G��� O��o��o�y�� 
транскриптома префронтальной коры крыс показал, что 
среди генов с самой высокой экспрессией представлены 
гены, ассоциированные с окислительным фосфорилиро-
ванием, синтезом АТФ и белка, что связано с высоким 
уровнем метаболизма в мозге как наиболее активной 
и энергоемкой ткани в организме. Закономерно, что на 
высоком уровне экспрессируются гены, ассоциированные 
с обеспечением нейрональной пластичности и формирова-
нием межнейронных связей в мозге� передачей нервного 
импульса, синаптической передачей, транспортом белков, 
регуляцией формирования микротрубочек �табл. 1��.

Межлинейные различия. Анализ результатов показал, 
что количество генов, экспрессия которых в префронталь-
ной коре мозга крыс OXY� и Вистар различна �при уровне 
значимости р < �,�1��, с � до 18 мес. увеличивается. Так, 
в возрасте � мес. были выявлены межлинейные различия 
в экспрессии 92� генов� уровень мРНК ��7 генов у крыс 
OXY� был повышен, а �8� �� снижен.

В возрасте 18 мес. количество генов, экспрессия кото-
рых в префронтальной коре у крыс OXY� отличалась от 
таковой у крыс Вистар, достигло 2 1��� уровень мРНК 
у 1 1�� генов был повышен, а у 947 �� снижен. Таким 
образом, в возрасте и �, и 18 мес. у крыс OXY� �см. 
диаграмму Венна, рис. 1, а�� доля генов с повышенным 
уровнем мРНК была несколько больше, чем со снижен-
ным по сравнению с крысами Вистар ��8 и �� % генов 

соответственно��. Следует подчеркнуть, что для ��9 генов 
межлинейная разница в уровне экспрессии сохранялась в 
обеих возрастных группах.

Функциональный анализ обога�ения терминами ген-
ных онтологий транскриптома префронтальной коры по-
казал, что в возрасте и �, и 18 мес. у крыс OXY� по сравне-
нию с крысами Вистар повышенный уровень экспрессии 
генов ассоциирован с изменениями генов, участвую�их 
в ответе на циклические органические соединения, ре-
гуляции размера кровеносных сосудов и вазодилатации, 
ответе на эндогенные стимулы, аутофагии �< 1����� табл. 2��. 
В префронтальной коре у крыс OXY� в возрасте и �, 
и 18 мес. среди генов со сниженным уровнем экспрессии 
выявлены ассоциации с изменениями процессинга фаго-
сомы, эндоцитоза, клеточной адгезии, главного комплекса 
гистосовместимости �< 1���4��, каталитической активности, 
иммунного ответа �р < �,��42�� и структурной организации 
миелиновых волокон �р = �,����� табл. 2��.

Возрастные различия. Всего в возрастной период с � 
до 18 мес. у крыс Вистар изменился уровень мРНК 499 
генов� экспрессия 29� генов повысилась, 2�� �� снизилась 
�рис. 1, б��. У крыс OXY� с возрастом на фоне прогрес-
сии нейродегенеративных процессов изменился уровень 
мРНК � ��� генов� экспрессия 2 98� генов повысилась, 
2 �21 �� снизилась. Сравнение списка генов, экспрес-
сия которых с возрастом изменилась однонаправленно 
в префронтальной коре крыс обеих линий, показало, что 
у 191 из них она возросла, а у 142 �� снизилась �рис. 1, б��. 
В целом такие результаты свидетельствуют о различиях 
в механизмах и скорости изменений в префронтальной 
коре при нормальном темпе старения мозга у крыс Вистар 
и при развитии характерных для БА нейродегенеративных 
процессов у крыс OXY�. В пользу этого свидетельствуют 
и результаты сравнения списков генов, дифференциально 
экспрессирую�ихся у 18�месячных крыс Вистар и ��ме-
сячных крыс OXY�. Установлено, что уже в � мес. у крыс 
OXY� уровень мРНК �9 генов в префронтальной коре 
соответствовал уровню ДЭГ с возрастом у 18�месячных 
крыс Вистар, что свидетельствует об ускоренном старении 
мозга крыс OXY�. На рис. 2 представлены 1� из �9 генов 
с наиболее измененной по уровню значимости экспрес-
сией с возрастом у крыс Вистар.

Функциональная характеристика 
дифференциально экспрессирующихся генов
Возрастные различия. На рис. � представлены основные 
биологические процессы �термины генных онтологий �� 
G��� O��o��o�y��, для которых выявлены значимые измене-
ния экспрессии генов в префронтальной коре с возрастом 
у крыс OXY� и Вистар. Несмотря на то что набор генов, 
экспрессия которых изменяется с возрастом, у крыс Вис-
тар и OXY� значительно различается, они объединяются 
в сходные категории генных онтологий. Так, с возрастом 
в префронтальной коре крыс обеих линий изменяется 
экспрессия генов, связанных с фосфорилированием, ак-
тивностью протеинкиназ, нейрогенезом, синаптической 
пластичностью, воспалением. У крыс Вистар с возрастом 
снижается экспрессия генов, участвую�их в развитии 
нейрона �Nrep, Slitrk3, Lppr4, Pvrl1, Robo2, Jak2, Robo3, 
Se�a3a, Ol��3 и La�b1��, активности протеинкиназ �Met, 
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таблица 1. Гены экспрессии в префронтал��ной коре крыс

Ген Официал��ное название ��оли�ество
про�тений �ссоциированная функция

ND5 naDH dehydrogenase subunit 5 2 6�� 0�3 Окислител��ное фосфорилирование

Trnw trna-Tr� 1 1�6 464
трансляционный посредник

Trnt trna-Thr 2�0 5�4

Calm1 calmodulin 1 160 924 Связывание ионов кал��ция 

Camk2a calcium/calmodulin-de�endent �rotein �inase ii al�ha 131 236 Связывание �тФ 

Snap25 Syna�tosomal-associated �rotein 25 �2 906 Синапти�еская переда�а 

Scd Stearoyl-coa desaturase �2 �50 �ереда�а нервного импул��са 

Camk2n1 calcium/calmodulin-de�endent �rotein �inase ii inhibitor 1 �� 0�� Синапти�еская переда�а 

Trne trna-Glu �3 661 трансляционный посредник

Zwint Zw10 interacting �inetochore �rotein 69 032 Везикулярный транспорт 

Bc1 Brain cyto�lasmic rna 1 6� 692 локомоторное поведение 

Map1b Microtubule-associated �rotein 1B 62 3�� Регуляция деполимеризации микротру�о�ек 

Slc1a2 Solute carrier family 1(glial high affinity glutamate 
trans�orter��� member 2 59 ��� транспорт нейромедиаторов 

Sparcl1 SParc-li�e 1 5� 9�2 Связывание ионов кал��ция 

Map2 Microtubule-associated �rotein 2 5� 664
Регуляция деполимеризации микротру�о�ек 

Map1a Microtubule-associated �rotein 1a 54 512

Ywhaz Tyrosine 3-monooxygenase 53 2�� �итохондриал��ный транспорт 

Tomm40 Translocase of outer mitochondrial membrane 40 homolog 51 104 �итохондриал��ный транспорт 

Clstn1 calsyntenin 1 50 ��� Связывание ионов кал��ция 

Sptbn2 S�ectrin beta2 50 1�1 �ереда�а нервного импул��са 

Atp1a2 aTPase�� na+/K+ trans�orting�� al�ha 2 �oly�e�tide 49 041 Связывание �тФ 

Kif5a Kinesin family member 5a 49 02� Формирование микротру�о�ек 

Nptxr neuronal �entraxin rece�tor 4� 960 Связывание ионов кал��ция 

Glul Glutamate-ammonialigase 46 614 Связывание �тФ 

Kif1a Kinesin family member 1a 45 �62 Формирование микротру�о�ек 

Actb actin beta 45 335 Связывание �тФ 

Sptan1 S�ectrin al�ha 1 45 315 Организация трансмем�ранных �елков�� органелл

Calm3 calmodulin 3 44 529 Связывание ионов кал��ция 

Atp1a3 aTPase�� na+/K+ trans�orting�� al�ha 3 �oly�e�tide 43 669 Связывание �тФ 

Prkcb Protein �inase c�� beta 43 361 Связывание �тФ 

5 месяцев ↓  

5 месяцев ↑  

1� месяцев ↑  

1� месяцев ↓  

35�

245 9��

16�

�94

141

12

100

64 2 �94

191

2 4��

142

2

Вистар ↓  

Вистар ↑  

oXYS ↑  

oXYS ↓  

а б

рис. 1. Диаграммы Венна для дифференциал��но экспрессиру�щихся генов. 
а – коли�ество генов в префронтал��ной коре крыс oXYS со сниженным и повышенным по сравнени� с крысами 
Вистар уровнем мРН�� в возрасте 5 и 1� мес. и пересе�ения между группами генов; б – коли�ество генов�� снизивших 
и повысивших уровен�� мРН�� с возрастом у крыс oXYS и Вистар�� и пересе�ения между группами генов.
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таблица 2. О�огащение по терминам генных онтологий для групп генов с повышенным и сниженным уровнем экспрессии 
в префронтал��ной коре крыс oXYS в возрасте 5 и 1� мес. 

уровен�� экспрессии

повышенный сниженный

�ета�оли�еские пути KEGG�� wi�i�athways

wP1305 (p < 10–5� Старение и аутофагия rno04145 (p < 10–�� Фагосома

rno01110 (p = 0��0024� �ета�оли�еские пути
rno04144 (p < 10–6� Эндоцитоз

rno04514 (p < 10–6� �олекулы клето�ной адгезии

��атегории генных онтологий�� относящихся к �иологи�еским процессам

Go��00140�0 (p < 10–�� Ответ на органи�еские составля�щие
Go��0019��2 (p < 10–4� �роцессинг и презентация антигенов

Go��0042611 (p < 10–4� Главный комплекс гистосовместимости

Go��0050��0 (p < 10–6� Регуляция размера кровеносных сосудов Go��0003�24 (p = 0��0005� ��аталити�еская активност��

Go��0042311 (p < 10–6� Вазодилатация Go��0019911 (p = 0��0003� Структурные составля�щие миелино-
вых волокон

Go��0009�19 (p < 10–5� Ответ на эндогенные стимулы Go��0006955 (p = 0��0042� Иммунный ответ

В ско�ках указан уровен�� зна�имости (p� с поправкой Бенджамини – Хох�ерга.

рис. 2. Гены�� уровен�� мРН�� которых у крыс oXYS в возрасте 5 мес. соответствует уровн� 1�-меся�ных крыс Вистар.

Kit, Trib2, Epha3, A�vr1�, Ntrk3, Epha5, Epha6, Ca�k4, 
Pak3, Mapk14, Jak2, Prkaa2, Ca�k2a и K�nh5��. К возрасту 
18 мес. у крыс Вистар повышается экспрессия генов, свя-
занных с воспалительным ответом �C1qa, Cyba, T�, Ass1, 
F�gr2b, C4b, C3, Itgb2 и Mi���, глиогенезом �Sox10, Gsn, 

Nkx6-2, Nab2, Cspg4 и Olig2��, ответом на повреждение 
�T�, G�ap, Ass1, Plek, C4b, C3, Cst3, Itgb2, Spar�, Mi�, C1qa, 
Cyba, Apod, F�gr2b и Gsn��.

По мере прогрессирования признаков БА у крыс OXY� 
изменяется экспрессия 122 генов, связанных с развитием 
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рис. 3. Зна�имые категории генных онтологий (Geneontology��� о�ъединя�щие гены�� экспрессия которых изменяется с возрастом в коре 
мозга крыс oXYS и Вистар (p < 0��05�. 

рис. 4. Сигнал��ные пути с наи�олее зна�имыми изменениями экспрессии генов с возрастом в коре мозга крыс oXYS 
и Вистар согласно �азам данных KEGG�athway и wi�i�athways.

нейрона �Nrtn, U�hl1, Cspg4, Pip5k1�, L1�a�, Cnp, Apod, 
Htra2 и др.��, 81 гена �� с регуляцией нейрогенеза �A�he, 
Lzts1, E�na3, Cspg4, Ti�p2, Mi� и др.��, �4 генов �� с ак-
соногенезом �C�k, Stk11, U�hl1, Ephb3, Un�5b, Un�5a 
и др.��, 84 генов �� с синаптической трансмиссией �Cltb, 
Cplx1, Adora2a, Clstn3, Syt3, Grik4 и др.��. Кроме того, 
изменения экспрессии 22� генов в префронтальной коре 
у крыс OXY� с возрастом ассоциированы с процессами 
фосфорилирования �Cspg4, Adora1, Map3k4, Map3k9, 
Prka�a, Map2k7, Matk и др.��, 18� генов �� с активностью 

протеинкиназ �Itpka, Maged1, Mark4, Grk6, Mtor, Tnk2, 
Gsk3a и др.��, 11� генов �� с внутриклеточным транспортом 
белков �Clta, Cltb, Ap1b1, Ap2s1, Hps4 и др.��, 128 генов 
�� с цитоскелетным связыванием белков �Maea, Hip1r, 
Cro��, Vapb, Mtss1l, Pa�sin1 и др.��, �� генов �� с орга-
низацией митохондрий �Sept4, Oxa1l, Ti��50, Ti��13, 
Fis1, Mrpl12, Sharpin, To��40 и др.��, 71 гена �� с убихи-
нон�связанными катаболическими процессами �U�hl1, 
Ube2g2, Man1b1, Bap1, Usp19 и др.��. Экспрессия генов, 
участвую�их в делении органелл �Sept2, Pds5b, Dn�1l, 

��оли�ество генов
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рис. 5. Зна�имые категории генных онтологий (Geneontology��� о�ъединя�щие межлинейные разли�ия в экспрессии 
генов в префронтал��ной коре крыс Вистар и oXYS в возрасте 5 мес. (p < 0��05�.

Pds5a, T�e�215, Katna1, Usp16 и др.�� и слиянии органелл 
�M�n1, Cav2, Vav3, Gnai3 и др.��, снижается. Повышается 
экспрессия �� генов, участвую�их в процессах органи-
зации микротрубочек �Ki��2, Ki�22, Spg7, Cro��, U�hl1, 
Tubb5, Tubg1, Tubb3 и др.��, �9 генов �� в олигомеризации 
белка �Prk�z, Tra�2, A�he, K�nab2, Stk11, Aldo�, Prk�sh, 
Lnx1, Mi� и др.��, 17 генов �� в глиогенезе �Sox10, Adora2a, 
Cspg4, Hda�11, Sod1 и др.��. Также повышается экспрессия 
72 генов, связанных с апоптозом �Ppa�d, Dedd, Fastk, Ei�5a, 
Casp9, Bag3 и др.��. 

Далее с помо�ью баз данных KEGG����w�y и W�k������
w�y� был проведен анализ ассоциаций групп генов, 
экспрессия которых изменилась в префронтальной коре 
животных с возрастом, с сигнальными путями. У крыс 
обеих линий были выявлены ассоциации с сигнальными 
путями, контролирую�ими транскрипцию генов, мета-
болизм, пролиферацию и подвижность клеток, воспале-
ние, апоптоз и другие процессы �рис. 4��. У крыс Вистар 
наиболее значимые изменения экспрессии генов с возра�
стом связаны с активацией сигнального пути рецептора 
В�клеток �Rps6ka1, Card11, Zap70, Blnk, Rps6, F�gr2b�� 
и Т�клеток �Cd4, Card11, Zap70��, ��L�� сигнального пути 
�Itga�, Rps6ka1, Itgb2��, системы комплемента. Об�ими 
для крыс обеих линий были изменения экспрессии генов, 
связанных с �A�K�, инсулин�, нейротрофин�, EG�R1� 

и �TOR�сигнальными путями, однако представленность 
генов и масштабы их изменений были значительнее 
у крыс OXY� �рис. 4��. С возрастом у них су�ественно из-
менилась экспрессия генов, ассоциированных с G���o�����, 
EG�R1�, ����ok����, E����, W��� и ���������зависимыми 
сигнальными путями �рис. 4��, что характерно и для боль-
ных БА �W��k����, �ox, 2�1���.

Межлинейные различия. На рис. � и � представлены 
основные биологические процессы �термины генных 
онтологий, G���O��o��o�y��, для которых выявлены значи-
мые изменения экспрессии генов в префронтальной коре 
в период развития �возраст � мес.�� и в период активной 
прогрессии �возраст 18 мес.�� признаков БА у крыс OXY� 
по сравнению с крысами Вистар. 

Анализ специфичных для возраста � мес. ДЭГ показал, 
что на ранней стадии развития признаков БА у крыс OXY� 
по сравнению с крысами Вистар изменена экспрессия ге-
нов, участвую�их в регуляции клеточной пролиферации, 
внутриклеточных сигнальных каскадов. 

Экспрессия генов W���зависимого сигнального пути, 
ответа на внеклеточный стимул, фосфатазной активности, 
ответа на окислительный стресс, регуляции фосфорили-
рования аминокислот, дефосфорилирования, транспорта 
анионов и ионов калия, дифференциации миелоидных 
клеток, регуляции иммунных процессов повышена. 
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рис. 6. Зна�имые категории генных онтологий (Geneontology��� о�ъединя�щие межлинейные разли�ия 
в экспрессии генов в префронтал��ной коре крыс Вистар и oXYS в возрасте 1� мес. (p < 0��05�.

В возрасте � мес. у крыс OXY� снижена экспрессия 
генов, участвую�их в организации миелиновых оболо-
чек �Cro��, Haus1, Ne�h, Cnp, Tubg�p2��, при этом повы-
шена регуляция формирования микротрубочек �P2rx4, 
Adora2b, Agt, Pde5a, Gu�y1a3��. И в �, и в 18 мес. у крыс 
OXY� повышена экспрессия генов ответа на гипоксию, 
клеточной адгезии, связывания ионов кальция, ответа на 
гормональный стимул. Для крыс OXY� обоих возраст-
ных периодов также характерно изменение экспрессии 
генов, ассоциированных с аксоногенезом. В возрасте 
18 мес. гены с повышенной экспрессией группируются 
у них в категории �термины генных онтологий��� развитие 
нейрона �Fg�r1, Pip5k1�, Grin3a, Ephb2, Lingo1 и др.��, ор-
ганизация цитоскелета �Fgd1, Abli�2, Pdli�7, B�ar1, Sr�, 
Ptk2b, Obsl1 и др.��, внутриклеточный транспорт белков 
�Ra�p3, Asps�r1, Ap1�1, Ipo13, Hps4, P�l, Ca�nb1 и др.��, 
миграция клеток �Plat, Ppa�d, E�nb1, B�ar1, Itga3, P�4, 
Kit, M�p14 и др.��, регуляция синаптической трансмиссии 
�Plat, Sn�g, N�dn, Gnai2, Grik5 и др.��, связывание нейроме-
диаторов �Kiss1r, Chr�4, Grin2b, Chr�3, Chr�1, Chrnb2, 
Grin3b, Grin3a и др.��, глиогенез �As�l1, Ptk2b, Agt, Nab2, 
Phgdh, Reln, C1s, M�p14, Ei�2b1 и S�ar�a4��. У крыс OXY� 
изменена экспрессия генов, участвую�их в фосфорили-
ровании, цитоскелетном связывании белков, апоптозе. 
Экспрессия генов, связанных с клеточным циклом �Nbn, 
T�e�215, Haus1, Cd�73, C�ng1, Zks�an5, Katna1, Np�1, 

Usp16 и др.�� и морфогенезом митохондрий �M�n2, M�n1 
и Col4a3bp��, снижена. 

Обсуждение
Выясняя природу развития признаков БА у крыс OXY�, 
мы исследовали транскриптом префронтальной коры их 
мозга в возрасте � и 18 мес., в период активной мани-
фестации и усиленной прогрессии признаков заболева-
ния. Анализ результатов показал, что в возрасте � мес. 
в префронтальной коре крыс OXY� изменен уровень 
мРНК более 9�� генов, а в 18 мес. �� уже более 2 ��� генов 
по сравнению с одновозрастными крысами Вистар. Их 
основная часть и в �, и в 18 мес. связана с изменениями 
экспрессии генов, продукты которых участвуют в про-
цессах нейрональной пластичности, иммунной системы 
и апоптоза, ассоциированы с фосфорилированием белков, 
гипоксией, Са2+ гомеостазом.

Уровень мРНК генов из функциональных категорий 
�синапс�, �синаптическая трансмиссия�, �аксоногенез�, 
�регуляция синаптической пластичности� в префронталь-
ной коре крыс OXY� в возрасте � мес. был снижен, а в воз-
расте 18 мес. �� повышен. Прогрессирую�ее снижение 
уровня синапсина ��, участвую�его в регуляции процесса 
выброса нейромедиаторов в синапсах, и ����9�, важного 
звена в регуляции синаптической пластичности, в мозге 
больных БА рассматриваются как маркерные события 
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������� �� ���., 2�14��. В префронтальной коре крыс Вистар 
и OXY� в возрасте � мес. мы не выявили межлинейных 
различий в уровне мРНК гена Dlg4, кодирую�его ���� 9�, 
и гена Syn1, кодирую�его синапсин ��, но в возрасте 18 мес. 
у крыс OXY� он был повышен. Ранее мы показали, что 
уровень белковых продуктов этих генов �� ����9� и си-
напсина �� �� в префронтальной коре крыс OXY� и Вистар 
в 4 мес. также не различается, но в гиппокампе крыс 
OXY� �� уже снижен. С возрастом уровень пре� и постси-
наптических белков закономерно снижается в мозге крыс 
обеих линий, но у крыс OXY� �� ускоренными темпами. 
В результате у. крыс OXY� в возрасте 18 мес. уровень 
����9� и синапсина �� был ниже в обеих структурах мозга 
�������ov� �� ���., 2�1�а��.

С возрастом у крыс OXY� изменяется экспрессия более 
� ��� генов, у крыс Вистар �� только 499 генов. Большин�
ство из них связано с фосфорилированием, активностью 
протеинкиназ, нейрогенезом, синаптической пластич-
ностью и иммунной системой. Уровень мРНК более 12� 
генов из функциональных категорий �нейрон�, �развитие 
нейрона� и �регуляция нейрогенеза� в префронтальной 
коре крыс OXY� изменялся с возрастом. Важную роль 
в развитии мозга играют протеогликаны �� гепарансуль-
фаты и гепарансульфатпротеогликаны ������ �� ���., 
2�11��. Гепарансульфаты участвуют в модулировании 
синаптической пластичности, влияют на формирование 
структур мозга и его размеры. Экспрессия гепарансуль-
фатпротеогликанов динамично регулируется различными 
физиологическими стимулами, в том числе нейрональной 
активностью. Ранее нами установлено, что окончание 
формирования мозга крыс OXY� в ранний постнаталь-
ный период происходит на фоне изменения состава и 
содержания протеогликанов �Rykov� �� ���., 2�11��. Также 
обнаружено, что у крыс OXY� по сравнению с крысами 
Вистар становление и окончание формирования мозга 
�оно завершается к возрасту 2� дней�� происходит на фоне 
значительного повышения экспрессии генов ферментов 
синтеза �Ext1 и Ext2�� и деградации �Hpse �� гепараназы�� 
протеогликанов �Шевелев и др., 2�12��. С возрастом их 
уровень в мозге крыс OXY� и Вистар закономерно сни-
жался и межлинейные различия нивелировались. Анализ 
результатов исследования транскриптома не выявил 
межлинейных различий в уровне мРНК генов Ext1, Ext2, 
а также их лигандов Extl1 иExtl2 в возрасте � мес. в преф-
ронтальной коре мозга. К возрасту 18 мес. уровень мРНК 
гена Extl2 снизился у крыс обеих линий, а уровень мРНК 
генов Ext1, Ext2 и Extl1, напротив, повысился, но только 
у крыс OXY�. При этом и в �, и в 18 мес. в коре мозга крыс 
OXY� практически вдвое был снижен уровень мРНК гена 
Hpse, фермента деградации гепарансульфатов. 

Согласно современным представлениям, патологиче�
ское накопление Aβ, очевидно, обусловлено не столько 
гиперпродукцией АРР, сколько дисбалансом между 
продукцией и клиренсом Aβ ���w���y��� �� ���., 2�1���. 
Недавно нами показано, что содержание Aβ в гиппокам-
пе крыс OXY� с возраста � до 2� мес. увеличивается 
втрое �������ov� �� ���., 2�1����. Усиленное накопление с 
возрастом Aβ в мозге крыс OXY� наряду с повышением 
уровня мРНК Арр и содержания АРР, вероятно, связано 
с нарушением процессов деградации. Косвенно на это 

указывают изменения экспрессии генов, участвую�их 
в процессах деградации �M�e�� и агрегации Aβ �Lpl, Lrp1��. 
Снижение уровня неприлизина, мембранной металло-
эндопептидазы �ММЕ��, фермента, кодируемого ММЕ, 
становится причиной накопления Aβ в мозге �K�������� 
�� ���., 2�����. Как показали результаты исследования транс-
криптома, уровень мРНК гена M�e в префронтальной 
коре мозга крыс OXY� и Вистар не различался между 
линиями в возрасте � мес. и снижался с возрастом у крыс 
OXY�. Не менее важным, чем накопление Aβ, признаком 
развития БА у крыс OXY� становятся повышение уровня 
тау�белка и его усиленное фосфорилирование �������ov� �� 
���., 2�14�, �2�1����. Нейротоксическое действие тау�белка 
может быть опосредовано Aβ, который стимулирует белок 
к усиленному фосфорилированию и, соответственно, 
образованию нейрофибриллярных клубков через акти-
вацию киназ ��k� и G�K��, а также путем активации 
каспазы �, каспазы 9 и кальпаина ������ �� ���., 2��1� ��o, 
Jo���o�, 2��4��. Анализ транскриптома префронтальной 
коры показал, что прогрессия признаков БА у крыс OXY� 
происходит на фоне снижения уровня мРНК гена Gsk3b 
и повышения уровня мРНК генов Cdk5, Casp9 и Capn1, 
которое могло быть следствием активации токсическими 
формами Aβ нейродегенеративных процессов. 

Предполагается, что системный иммунный дисбаланс 
может создавать определенный метаболический фон для 
развития и прогрессии многих проявлений преждевре-
менного старения крыс OXY�, включая признаки БА. 
Межлинейные различия в профилях экспрессии генов 
иммунной системы как в префронтальной коре, так 
и в сетчатке �Koz��v��kov� �� ���., 2�1��� отражают ее со-
стояние у крыс OXY�, которое можно охарактеризовать 
как неполноценное воспаление. Манифестация первых 
признаков БА, как и других проявлений преждевремен-
ного старения, происходит у крыс OXY� в период завер-
шения полового созревания и начала инволюции тимуса 
�O��k�ov� �� ���., 2��9��. При этом ускоренная инволюция 
тимуса крыс OXY�, очевидно, становится причиной сни-
жения активности Т�клеточного звена иммунной системы 
����kov� �� ���., 2�����. В комплексе с результатами анализа 
транскриптома это позволяет рассматривать ускоренное 
иммуностарение как одну из вероятных причин прежде�
временного старения крыс OXY�, механизмы которого 
е�е предстоит изучить.

Проведенное исследование показало, что развитие при-
знаков БА у крыс OXY� происходит на фоне изменения 
транскриптома префронтальной коры мозга �� экспрессии 
генов, продукты которых участвуют в процессах нейро-
нальной пластичности, иммунной системы и апоптоза, 
ассоциированы с фосфорилированием белков, гипоксией, 
Са2+ гомеостазом. Мы надеемся, что исследования на кры-
сах OXY� позволят получить новые знания о молекуляр-
но�генетических предпосылках развития заболевания и 
проводить поиск потенциальных молекулярных мишеней 
для направленных на профилактику и, возможно, лечение 
БА терапевтических воздействий.

Благодарности
Работа выполнена в Центре генетических ресурсов лабо-
раторных животных ИЦиГ СО РАН �R��E����1914X���� 



Изменения транскриптома префронтал��ной коры мозга  
при развитии признаков �олезни �л��цгеймера у крыс oXYS

Н.�. Стефанова�� е.е. ��ор�олина��  
Н.И. ершов�� е.И. Рогаев�� Н.Г. ��олосова

и R��E����2114X��1���, а также поддержана бюджетным 
проектом ИЦиГ СО РАН V��.��.2.4, грантом Правительства 
Российской Федерации 14.�2�.�1.���� и грантами РФФИ 
�1���4��19�8 и 1���4��������.

Конфликт интересов
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

Список литературы
Береговой Н.А., Сорокина Н.С., Старостина М.В., Колосова Н.Г. 

Возрастные особенности формирования длительной посттета-
нической потенциации у крыс линии OXY�. Бюл. эксперим. 
биол. мед. 2�11�1�1�1���82�8�. 

Колосова Н.Г., Акулов А.Е., Стефанова Н.А., Мошкин М.П., Са-
велов А.А., Коптюг И.В., Панов А.В., Вавилин В.А. Влияние 
малата на развитие индуцированных ротеноном изменений 
мозга у крыс Вистар и OXY�� МРТ исследование. Докл. АН. 
2�11�4�7�2���27��27�. 

Колосова Н.Г., Стефанова Н.А., Корболина Е.Е., Фурсова А.Ж., 
Кожевникова О.С. Крысы OXY� �� генетическая модель пре-
ждевременного старения и связанных с ним заболеваний. Усп. 
геронтологии. 2�14�27�2��������4�. 

Шевелев О.Б., Рыкова В.И., Федосеева Л.А., Леберфарб Е.Ю., Дым�
шиц Г.М., Колосова Н.Г. Экспрессия Ex�1, Ex�2 и гепараназы в 
мозге преждевременно старею�их крыс OXY� в период ран-
него онтогенеза и развития нейродегенеративных изменений. 
��o��������y ��o��ow��. 2�12�77�1���71�78. 

A����� �., H���� W. ������������� �x������o� �����y��� �o� ��q����� �o��� 
����. G��o�� ��o��. 2�1��11�1����R1��. �O��� 1�.118�/���2�1��11� 
1���1��

������� L., ��Q���� �.�., �������� K., �����k�� �., T��z� R.E. �y����-
���� ����������y��� o� A��z������ ������� ������� ���o�����o� �������� 
��� A��zG��� ��������. ���. G����. 2��7��9�1���17�2�.

��o J.H., Jo���o� G.V. G��y�o��� �y������ k����� � ���� ������� ���-
����������v�� ��� ���������o� in situ. J. ��o��. ����. 2��4�279��2��� 
�471���472�.

����� �.W., �o�� Y.H., K�� ��.K., Yoo� W.J., Ry� �.R., Jo �.G., 
Woo H.�., Kwo� Y.K., K�� H.H., Gw�� �.J., �ook�J��� ��.H., 
J��� Y.K. ��o��o��o��� ������� o� ��� �����v��� ��o���� ��������� �y 
���������. ����o��o�� ���. 2��1�8�1���1�2�172.

K�������� H., To��y��� T., �o�� H. H���� �������y��� �� �������� 
o� ��������� ��y��o�� ���� ������� �o� o���y �� ��� �o�o����� 
�o�� ��� ����o ��� ����o��o������ o����o����� �o��. ����o��� L���. 
2��������2���11��11�.

Ko��o�ov� �.G., ������ov� �.A., ������v� �.V. OXY� ����� � ��o����-
��v� �o���� �o� �v�������o� o� ����ox����� �v�����������y �� ���v����o� 
��� ������y o� ������������ ����� ��� ������������ �o�����v� ��������. 
E�� Q. G���é�y, R. �é����. H����ook o� �o�����v� A����� ������, 
��o������. �.Y.� �ov� ���. �����., 2��9. 

Ko��o����� E.E., Koz��v��kov� O.�., ������ov� �.A., Ko��o�ov� �.G. 
Q���������v� ����� ��o�� o� ���o�o�o�� 1 �o� �������� ��� A������k� 
�����o����y �� ����������������������� OXY� ����. A���� �A�����y 
�Y��. 2�12�4�1���49��9.

Koz��v��kov� O.�., Ko��o����� E.E., E���ov �.��., Ko��o�ov� �.G. R�� 
�������� ����������o��� ������� o� ����� ��� A������k� �����o����y. 
������ �y����. 2�1��12�11���174��17�1. �O��� 1�.41�1/��.2482�

K����� �., K������� ��. ����������� ��� ��������� �������y��� ������o�-
��� A��z������ �������. ���. R�v. ����o��. 2�1��9�1���2���4. �O��� 
1�.1��8/������o��.2�12.2��

����� �., ������ �., ��������� K., K������� K. ������o�� o� ��o���o�-
��� �������� ��� ������� �������� �� ��� ��v���o���� �����. ����o����. 
R��. 2�11����7���1228�124�. �O��� 1�.1��7/�11��4��1����24�y

���kov� E.V., O��k�ov� L.A., Ko��o�ov� �.G. ���������� o� ������ ��-
���� ����o��� �� W����� ��� OXY� ���� ��� ����� ����v�o� �� ��� 
o��� ������ ����. ����. Ex�. ��o��. ���. 2����1��������88��9�.

��w���y��� K.G., �������o� W., Ovo� V., ��������� L., K����� T., �o�-
��� J.�., Y�������k� K.E., ������� R.J. ��������� с��������� o� ��� 
�����A�y��o�� �� A��z������’� �������. �������. 2�1��������12��� 
1774. �O��� 1�.112�/�������.1197�2�

�o����y J.E., A�������� H.J., ���� �.A., K���� V.�. T�� ���������� 
������������ �o��� ��A��8�� �� � �o���� �o� ox�����v� ������ ��� A��-
z������’� �������. ��o����. ��o��y� A���. 2�12�1822������������. 
�O��� 1�.1�1�/j.������.2�11.11.�1�

O��k�ov� L.A., �k�������v V.�., Ko��o�ov� �.G. ���o��o���������-
����� ����ox����� �kQ1 �������� ������������� ��vo�����o� o� ��� 
��y��� �� �o����� ��� �������������o�� ����. A���� �A�����y �.Y.��. 
2��9�1�4����89�4�1.

Rykov� V.��., L�������� E.Y., ������ov� �.A., ���v����v O.�., �y�-
����� G.�., Ko��o�ov� �.G. ����� ��o��o���y���� �� �o�������� ��-
v���o����� ��� ������ ����v�o� �������� �� ����������������������� 
OXY� ����. A�v. G��o��o��. 2�11�24�2���2�4�24�.

Q�������� H.W., L������� �.�. A��z������’� �������. �. E����. J. ���. 
2�1����2�4����29��44. �O��� 1�.1���/�EJ����9�9142 

������ �.W., �������� J.H., �����o� �.T. ��� �y������ ��o�� � ���q�� ���������k 
o� A��z������’� �������? ��o����. �������o��. 2�14�88�4����17��28. 
�O��� 1�.1�1�/j.���.2�1�.12.�28 

����o���� �., ��j�ok� �., �����y �.E., Woj��� A., ��k�� �., Rov������ 
L����x A., R�����k��� R., ��� �., ������ J.E., G�����R���o�� �.R.,  
�������� R.�., ���k�o� �.W., �� G. R���o���� ����������o� o� �y������ 
���k��� ��� A�� �o�������� w��� �������� �������o����o��o������ �������� 
�� ��o����� ��� ���������� A��z������’� �������. �����. 2�14�1�7��� ���� 
1����1�49. �O��� 1�.1�9�/�����/�w��4�

������ov� �.A., ����ov� A., Ko��o�ov� �.G. ����v�o���� ������� ��-
����� �y ���o��o�������������� ����ox����� �kQ1 �� W����� ��� 
����������������������� OXY� ����. J. A��z������� ���. 2�1��21�2��� 
479�491. �O��� 1�.�2��/JA��2�1���91�7�

������ov� �.A., Koz��v��kov� O.�., V��ov�ov A.O., ��k���ov� K.Y., 
Lo�v��ov �.V., R������k�y� E.A., Ko��o����� E.E., �������v� �.A., 
Ko��o�ov� �.G. ����������������������� OXY� ����� A �o���� o� 
������������ �o�����v� �������� w��� �����v���� �o ���o���������� �� A��-
z������ �������. ������ �y����. 2�14��1������898�9�9. �O��� 1�.41�1/
��.282��

������ov� �.A., ��k���ov� K.Y., K������v� E., R������k�y� E.A., ��-
�����v� �.A., Ko��o�ov� �.G. ������o��� ���������� ����������� o� 
����������� ����o������� ����o����������y �� OXY� ���� ������ ����v� 
��o������o� o� A��z������’� �����������k� ����o��o�y. J. ������� R��. 
2�1����9�2���1���177. �O��� 1�.1111/j��.12248

������ov� �.A., �������v� �.A., Ko��o����� E.E., K������v� E., ��k��-
�ov� K.Y., Ko��o�ov� �.G. A�y��o�� �����������o� �� � ����� �v��� �� 
��o����� A��z������’� �����������k� ����o��o�y �� �o����������� ����. 
O��o������. 2�1���������1�9��141�.

������ov� �.A., �������v� �.A., �k�������v V.�., Ko��o�ov� �.G. A��-
z������’� �����������k� ����o��o�y �� ����������������������� OXY� 
���� ��� �� ����������y �������� w��� ���o��o�������������� ����ox����� 
�kQ1. J. A��z������� ���. 2�14���8������81��94. �O��� 1�.�2��/JA��
1�1��4

T��������� �., ������� L., ����z���� �.L. To�H��� ����ov����� ������� j���-
��o�� w��� R�A���q. ��o���o�������. 2��9�2��9���11���1111. �O��� 
1�.1�9�/��o���o�������/���12�

W��k���� J.�., �ox H.�. T���������o�� ����������y��� ��v����� � ���-
����� �o��� �o� ��x ����o��� �� ��� ����������o� o� ����o������� ���-
�o�� �� A��z������’� �������. ��� �y��. ��o��. 2�1��7��1. �O��� 
1�.118�/17�2����9�7��1
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The main views of the issue of stress and hy�ertension 
are briefly reviewed. it is well �nown that stress is one 
of the major ris� factors for cardiovascular disease 
develo�ment. increase in blood �ressure is a ty�ical 
manifestation of the acute stress res�onse. This 
fact is the reason to hy�othesize that chronic stress 
causes the develo�ment of hy�ertensive disease. 
an association of hy�ertension with �sychological 
stress in humans was shown in several wor�s. 
in addition�� it was demonstrated that hy�ertension 
was accom�anied by an increase in sym�athetic 
tone. on the other hand�� there were many �o�ulation 
studies in which no association was found between 
different ty�es of chronic stress and arterial hy�er-
tension. Thus�� the question is far from being resolved. 
Even in cases when one managed to obtain a signi-
ficant hy�ertensive effect in ex�erimental studies 
with emotional stress�� it was difficult to ex�lain 
the mechanisms mediating the formation of stress-
induced hy�ertension. To clarify the situation�� one 
of the authors of this review decided to begin 
the breeding of a rat strain with increased blood 
�ressure res�onse to emotional stress. This breeding 
gave rise to inbred rats with �ersistent stress-
induced arterial hy�ertension. The short history 
of develo�ment of the genetic model of stress-
induced arterial hy�ertension�� the iSiaH rat strain�� is 
given. a retros�ective review of the studies �erformed 
with iSiaH rats is �resented. The contribution 
of genoty�e changes in the neuroendocrine systems 
involved in stress and blood �ressure regulation 
to the develo�ment of stress-de�endent hy�ertension 
in the iSiaH rat strain is shown. 

Key words�� stress; arterial hy�ertension; iSiaH rat 
strain.

В кратком о�зоре изложены взгляды на про�лему стресса 
и артериал��ной гипертонии. Известно�� �то стресс является 
одним из существенных факторов риска за�олеваний серде�но-
сосудистой системы. �овышение артериал��ного давления – 
типи�ное проявление острой стрессовой реакции. В связи с этим 
существует гипотеза о том�� �то состояние хрони�еского стресса 
может �ыт�� при�иной развития гипертони�еской �олезни. 
Имеется нескол��ко ра�от�� в которых описано нали�ие ассоциации 
артериал��ной гипертонии с психологи�еским стрессом 
у л�дей. �оказано�� �то артериал��ной гипертонии сопутствует 
повышение тонуса симпати�еской нервной системы. Но�� с другой 
стороны�� ест�� много популяционных ра�от�� в которых не �ыло 
о�наружено ассоциаций между разными видами хрони�еского 
стресса и гипертонией. таким о�разом�� вопрос остается далеким 
от разрешения. Даже в тех слу�аях�� когда удавалос�� полу�ит�� 
заметный гипертензивный эффект в экспериментал��ных 
ра�отах с применением эмоционал��ного стресса�� возникали 
трудности с о�ъяснением механизмов формирования стресс-
индуцированной гипертонии. Для прояснения ситуации одним из 
авторов данной стат��и �ыла на�ата селекция крыс на повышенну� 
реакци� артериал��ного давления при действии эмоционал��ного 
стресса�� в резул��тате �его �ыла полу�ена ин�редная линия крыс 
со стойкой стресс-индуцированной артериал��ной гипертонией. 
В о�зоре приведена краткая история создания генети�еской 
модели стресс-индуцированной артериал��ной гипертонии – 
линии крыс НИС�Г (iSiaH�. Дан ретроспективный о�зор основных 
исследований�� проведенных на крысах линии НИС�Г�� в которых 
показана рол�� генети�ески о�условленных осо�енностей 
функционирования главных систем нейроэндокринной 
регуляции стресса и артериал��ного давления в формировании 
гипертензивного статуса у крыс линии НИС�Г.

��л��евые слова�� стресс; артериал��ная гипертензия; крысы линии 
НИС�Г.
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Болезни сердечно�сосудистой системы, такие как 
ишемическая болезнь сердца, артериальная гипер-
тония и инсульт, ответственны за �� % смертей, 

зарегистрированных в США в 2��8 г. �Ro��� �� ���., 2�12��. 
Су�ествует устойчивое представление о том, что стресс 
является одним из су�ественных факторов риска и даже 
патогенетическим механизмом в развитии сердечно�сосу-
дистой патологии, в частности гипертонической болезни. 
Транзиторное повышение артериального давления �АД�� 
является типичным проявлением острой стрессовой 
реакции. В связи с этим су�ествует гипотеза о том, 
что состояние хронического стресса может способст�
вовать развитию стойкого гипертензивного состояния 
�������������� �� ���., 2��9��. Так, имеется несколько работ, 
в которых показано наличие ассоциации артериальной 
гипертонии с психологическим стрессом, развиваю�имся 
у одиноких людей ������ �� ���., 2���� H�wk���y �� ���., 2���, 
2�1�� ����k�� �� ���., 2�11��. 

Известно, что психоэмоциональный стресс, связанный 
с посе�ением врача, приводит к тому, что показатели АД, 
измеренные врачом, значительно превышают показатели, 
получаемые при измерении в привычной домашней обста-
новке �гипертония �белого халата��� ����k����� �� ���., 1988��. 
Правда, в этом случае мы наблюдаем эффекты острого 
эмоционального стресса, которые быстро прекра�аются 
после окончания визита к врачу, хотя некоторые авторы 
полагают, что неоднократное повторение состояний ост-
рого стресса сродни хроническому и может приводить к 
стойкой гипертензии �������k�o�, ������w�, 199�� �����, 
�����o�, 2�1���. 

Наряду с этим показано, что артериальной гипертонии 
сопутствует повышение тонуса симпатической нервной 
системы, а, как известно, к повышению симпатической 
активности приводит именно стресс. У людей, больных 
гипертонической болезнью, в крови, оттекаю�ей от таких 
органов, как головной мозг и сердце, увеличено содержание 
норадреналина и продуктов его метаболизма �G�����, 2��9� 
E�����, 2�1���. Также известно, что симпатическая денерва-
ция почки успешно используется для лечения больных с 
резистентной гипертонией �E����� �� ���., 2�1���. Но, с другой 
стороны, есть много популяционных работ, в которых не 
было обнаружено ассоциаций между разными видами 
хронического стресса и гипертонией �K��� �� ���., 1972� 
�oz��� �� ���., 2���� K�v����k� �� ���., 2��7� T������ �� ���., 2�1���. 

Экспериментальная проверка роли стресса в патогенезе 
артериальной гипертонии проведена в ранних работах 
Дж. Генри с соавт. �H���y �� ���., 197���, в которых было по-
казано, что социальный стресс у крыс и мышей сопровож-
дается стойким повышением АД. В то же время С. Харрап 
с соавт. �H����� �� ���., 1984�� не удалось индуцировать 
стойкую артериальную гипертонию у крыс, подвергая 
их действию психосоциального стресса. С того времени 
было выполнено главным образом на крысах довольно 
много экспериментальных исследований, имею�их 
целью выяснение связи между стрессом и формирова-
нием артериальной гипертонии. Так, в обзорной статье 
Е. Наливайко из Биомедицинской школы Университета 
Ньюкасла �Австралия�� приведен список из �7 таких 
публикаций ������v��ko, 2�11��. В этих работах исполь-
зовались разные виды хронического стресса, такие как 

увеличение числа особей в клетке, постоянное нарушение 
иерархии, болевые раздражения и т. д., причем в качестве 
испытуемых использованы крысы разных линий, в том 
числе и гипертензивных линий �HR, ��, �HR ��o��������� 
�y��������v� ������. В итоге в 21 из �7 случаев авторам 
удалось добиться продолжительного повышения АД, но 
в 1� экспериментах стрессирование крыс не приводило 
к развитию гипертензии.

Таким образом, вопрос остается далеким от разреше-
ния. Как пишет в заключении своего обзора Е. Наливайко� 
��o�� ���� ����� ������� o� ������� �������� ���o��� ��v� �o��o�� ���� ����� ������� o� ������� �������� ���o��� ��v� �o� 
��o���� ��o�� �������y �o ��� �o�� �������� ����� �� �o��������� 
��y��o����� �y��������o�� w������ ���o��� ������ ��� ��ovok� 
� ��������� �������� �� ��������� �������� �� ����o���o�y ��������� 
������v��ko, 2�11. �. 11���. Более того, даже в тех случаях,, 2�11. �. 11���. Более того, даже в тех случаях, 
когда авторам удавалось получить заметный гипертензив-
ный эффект, возникали трудности с объяснением механиз-
мов формирования стресс�индуцированной гипертонии.

Испытывая давний интерес к этой проблеме и теша себя 
т�еславными надеждами, один из авторов данной статьи 
в середине 7��х годов прошлого века затеял эксперимент, 
который, казалось бы, мог значительно прояснить ситуа-
цию. В самом деле, почему в одних экспериментах удается 
в условиях стресса воспроизвести стойкую гипертонию, 
а в других нет? Конечно, приходят соображения о роли 
генетической предрасположенности. Стрессовое воздейст�
вие для формирования гипертензивного статуса должно 
встретиться с организмом, генетически предрасположен-
ным к гипертензивным реакциям. Поэтому решено было 
начать селекцию крыс на повышенную реакцию АД при 
действии эмоционального стресса. В качестве исходной 
популяции служили аутбредные крысы линии Вистар, 
разводимые в конвенциональном виварии Института 
цитологии и генетики СО РАН. Систолическое артери-
альное давление измеряли на хвосте об�епринятым при 
работе с крысами и мышами непрямым методом �������
���� ����o���. Для исключения влияния на величины АД 
самой процедуры измерения, которая предусматривает 
иммобилизацию крысы в рестрикционной камере, так 
называемое базальное АД измеряли у крыс, наркотизи-
рованных эфиром �рауш�наркоз��. Такой кратковременный 
����� мин�� наркоз позволял провести несколько измерений 
АД у одной находя�ейся в �покое� крысы. Затем через 
несколько дней производили оценку реакции АД на эмо-
циональный стресс.

В качестве стрессирую�его воздействия применяли 
получасовую рестрикцию крысы в клетке из проволочной 
сетки, по окончанию которой делали несколько измерений 
АД, в данном случае у ненаркотизированных крыс. Таким 
образом, для каждой крысы получали две характеристики 
базального и индуцированного стрессом уровней АД. 
Первоначальный план селекции предусматривал отбор 
для размножения крыс, у которых базальные величины 
АД находятся в пределах среднепопуляционного уров-
ня, а повышение АД под влиянием стресса превышало 
бы таковой. У отобранных для скрининга АД 28� крыс 
Вистар, самцов и самок, средний уровень базального АД 
составлял 118 мм рт. ст. �σ = 17��, при этом лишь у � особей 
�1,7 %�� базальный уровень превышал условную границу 
в 1�� мм рт. ст., и все они были самцами. 
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Рестрикционный стресс приводил к расширению 
и упло�ению кривой распределения крыс по уровню 
АД, средняя величина которого выросла до 127 мм рт. ст. 
�σ = 2���, и условную границу в 1�� мм рт. ст. перешли уже 
�4 крысы �19,1 %��, как самцы, так и самки, что позволило 
приступить к дальнейшему скре�иванию крыс с повышен-
ной стресс�чувствительностью по величине АД. Селекция 
фактически проходила в три этапа. Родоначальниками 
послужили 12 пар самцов и самок, выбранных из исходной 
популяции крыс Вистар. На первом этапе селекции на 
протяжении 17 поколений избегали близкородственных 
скре�иваний. Затем в скре�иваниях стали участвовать 
особи из близкородственных семей �1� селекционных 
поколений�� и, наконец, на протяжении последую�их �� 
поколений был осу�ествлен тесный братско�сестринский 
инбридинг. В результате была получена высокоинбредная 
линия крыс, получившая наименование НИСАГ �наслед�
ственная индуцированная стрессом артериальная гипер-
тония�� �Маркель, 198�� Адаричев и др., 199���, или �����AH 
���������� �������������� ��������� �y��������o��� �� под таким 
именем линия упоминается в англоязычной литературе 
и зафиксирована в базе RG�, ��� 22921�8 ����k���, 1992� 
���k��� �� ���., 1999��. В настоя�ее время линия крыс НИСАГ 
прошла процедуру редеривации, получила ����статус 
и содержится в ����виварии ИЦиГ СО РАН. Средние ве-
личины АД, измеренные у крыс НИСАГ за три последних 
года, составляют 1����17� мм рт. ст. в покое �базальное 
АД�� и 19���2�� мм рт. ст. при действии стресса.

Неожиданным эффектом селекции на повышение АД 
при стрессе стало увеличение по мере продолжения 
отбора также и базального АД. Рассматривались разные 
варианты объяснения этого феномена. В свое время была 
использована описанная К. Уоддингтоном �W�������o�, 
19�1�� возможность так называемой �генетической ассими-
ляции признака�, когда длительная селекция по признаку, 
проявлявшемуся в условиях стресса, приводит к тому, что 
этот признак начинает проявляться и в отсутствие стресса. 
С другой стороны, можно думать, что усиление в резуль-
тате селекции стресс�реактивности приводит к тому, что 
условия обычного �виварского су�ествования� начинают 
восприниматься в определенной степени как стрессирую-
�ие со всеми вытекаю�ими для АД последствиями. Но 
тем не менее очевидно, что величины базального и стресс�
индуцированного уровней АД частично сцеплены как на 
генетическом, так и на физиологическом уровнях.

Итак, последую�ая работа была направлена на выясне-
ние генетико�физиологических механизмов формирова-
ния стресс�индуцированного гипертензивного состояния 
у крыс линии НИСАГ. В данном обзоре остановимся на 
выяснении су�ественного вопроса� как в результате се-
лекции у крыс НИСАГ изменилась стресс�реактивность 
и каким образом ее изменение может быть сопряжено 
с развитием артериальной гипертонии. Стресс�реактив-
ность у крыс НИСАГ изучена как на поведенческом, так 
и на нейроэндокринном уровнях реагирования. 

Поведенческие реакции крыс НИСАГ и Вистар были 
исследованы в нескольких работах �Маркель, 198�� Мар-
кель и др., 1988� Мешков и др., 2�12��. Получены данные 
по сравнительному анализу поведения в тесте открытого 
поля гипертензивных крыс �HR ���o�����o����y �y�������o�����o����y �y���-

�����v� ����, Япония��, НИСАГ и нормотензивных Вистар., НИСАГ и нормотензивных Вистар. 
Крысы линии �HR отличаются повышенной спонтан-
ной двигательной активностью, в то время как крысы 
НИСАГ характеризуются повышенной поведенческой 
реактивностью, которая определяется как отношение 
об�ей двигательной активности в первом тесте к ак-
тивности в последнем, четвертом, тесте открытого поля 
после адаптации к условиям процедуры. Эта величина 
у крыс НИСАГ составила 4,7�, она была значительно 
меньше и практически одинаковой у крыс �HR �1,7��� 
и Вистар �1,72��. Интересно, что у крыс �HR повышена 
именно спонтанная двигательная активность, и они 
являются спонтанно гипертензивными, в то время как 
у крыс НИСАГ повышена поведенческая реактивность, 
и их гипертония также является стресс��реактивной�. 
Такой параллелизм поведения и АД свидетельствует о 
значительной роли центральных мозговых механизмов 
в патогенезе разных типов гипертензии. Следует также 
отметить, что повышенная поведенческая реактивность 
крыс НИСАГ связана, скорее, не со страхом �новизны�, 
а с вызванной новизной исследовательской активностью, 
что было показано также в недавно опубликованной ра-
боте �Мешков и др., 2�12��.

Особенности поведения крыс НИСАГ ассоциированы 
с изменениями нейромедиаторных систем регуляции. 
Это касается концентраций таких нейромедиаторов, как 
норадреналин, дофамин и серотонин в различных отделах 
мозга ����k��� �� ���., 1987, 1999��. Была обнаружена корре-
ляция между уровнем альфа�1�адренорецепторов в стволе 
мозга и величиной АД у крыс гибридной популяции 
�2, полученной при скре�ивании крыс НИСАГ и WAG 
�Маркель, Шишкина, 1992��. В свое время была даже 
предпринята небезуспешная попытка коррекции гипер-
тензии у крыс НИСАГ путем введения предшественника 
дофамина и норадреналина, способного преодолевать 
гемато�энцефалический барьер, L�ДОФА крысам линии 
НИСАГ в раннем онтогенезе, что приводило к задержке 
формирования гипертензивного статуса �������ko �� ���., 
1989, 199���. Это подчеркивает важность центральных 
регуляторных звеньев как в определении уровня стресс�
реактивности, так и в создании предпосылок для развития 
заболевания.

Так как центральную роль в регуляции стресса и в пато-
генезе артериальной гипертонии играет тесно связанная 
с нервной эндокринная система, дальнейшие усилия 
были направлены на выяснение особенностей функци-
онирования ключевых звеньев �� симпато�адреналовой, 
гипоталамо�гипофизарно�адренокортикальной и ренин�
ангиотензин�альдостероновой систем �Маслова и др., 
199�� �����ov� �� ���., 1998��. Благодаря тесной кооперации 
с немецкими коллегами стало ясно, что гипертензия 
у крыс линии НИСАГ относится к разряду низкоренино-
вых �A��������v�ky �� ���., 2�����, т. е. биосинтез основного 
ключевого фермента ренин�ангиотензиновой системы 
понижен, тем не менее конечный продукт функциониро-
вания этой системы �� гормон альдостерон �� выполняет, 
по�видимому, круциальную функцию в переходе стресс�
индуцируемой гипертонии в фазу стойкого увеличения 
базального АД. И это важное событие в становлении 
стойкой гипертонии связано со стрессовой реакцией.
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Как же характеризуется непосредственно стрессовая ре-
акция у крыс НИСАГ? Стресс, как известно, реализуется 
по двум основным нейро�эндокринным механизмам� сим-
патоадреналовому и гипофизарно�адренокортикальному. 
И для того, и для другого у крыс НИСАГ показано наличие 
повышенной реактивности в ответ на действие эмоциоген-
ных стимулов. Содержание адреналина в надпочечниках 
интактных крыс НИСАГ повышено, и значительно увели-
чена концентрация адреналина и норадреналина в плазме 
крови при действии такого эмоционального стресса, как 
хэндлинг ����k��� �� ���., 2��7� Антонов и др., 2�1�, 2�11��. 
Точно так же отмечено повышение стресс�реактивности 
основных гормонов гипофизарно�адренокортикальной 
системы� повышены экспрессия мРНК кортикотропин ри-
лизинг гормона ��RH�� в гипоталамусе, экспрессия мРНК 
проопиомеланокортина в гипофизе, секреция адренокор-
тикотропного гормона �АКТГ�� гипофизом и кортикостеро-
на корой надпочечника при разных видах стресса, в том 
числе социальном ����k��� �� ���., 2��7��. Неожиданным стал 
эффект стресса на секрецию корой надпочечника основ-
ного минералокортикоида �� альдостерона �Антонов и др., 
2�11��. Известно, что основным стимулятором секреции 
альдостерона является ангиотензин�����, короткий пептид, 
синтезируемый при активации ренин�ангиотензиновой 
системы, которая, как мы убедились ранее, ингибирова-
на у крыс НИСАГ. Оказалось, что у крыс данной линии 
имеется повышенная чувствительность пути биосинтеза 
альдостерона к мобилизуемому при стрессе АКТГ. Реак-
ция как альдостерона, так и кортикостерона на экзогенный 
АКТГ, вводимый крысам с дексаметазоновой блокадой 
эндогенного АКТГ, оказалась достоверно выше у гипер-
тензивных крыс НИСАГ по сравнению с нормотензив-
ными крысами Вистар �Наши новые неопубликованные 
данные��. 

Усиленная реакция альдостерона при действии АКТГ 
и эмоционального стресса, по нашему мнению, является 
тем мостиком между стрессом и системой долговре-
менной регуляции АД, который обеспечивает переход 
транзиторных повышений АД, характерных для острой 
фазы стресса, к стойкой артериальной гипертонии, так как 
альдостерон является основным гормоном, приводя�им 
к задержке натрия и воды, следовательно, к увеличению 
массы циркулирую�ей крови, одному из базовых усло-
вий стойкого повышения АД. Полученные результаты, 
по крайней мере в случае гипертензивных крыс НИСАГ, 
фактически устраняют противоречие между положениями 
концепции А. Гайтона �G�y�o�, 1991�� о необходимости 
участия почечного звена в механизме развития стойкой ар-
териальной гипертензии и представлениями сторонников 
стрессового происхождения артериальной гипертонии, яр-
ким представителем которых является Б. Фолков ��o��kow, 
1987��. Путем вовлечения альдостерона в стрессовый ответ 
включается также почечное звено.

В заключение хотелось бы отметить, что в последние 
годы благодаря внедрению в клиническую практику 
метода катетеризации надпочечниковых вен с целью 
получения проб крови, непосредственно оттекаю�ей от 
надпочечника, удается все в бóльшем проценте случаев 
так называемой эссенциальной гипертонии выявить 
наличие скрытого альдостеронизма ��o������, ������k��, 

2�11� ������� �� ���., 2�14��. Причем большое значение 
в диагностике этого состояния имеет оценка соотношения 
концентрации альдостерона и активности ренина в плазме 
крови, что позволяет говорить о другом источнике, поми-
мо ангиотензина�����, стимуляции секреции альдостерона. 
Если этим источником не является опухоль коры надпо-
чечника �синдром Конна, тогда обычно имеется асим-
метрия концентраций альдостерона в крови от правого 
и левого надпочечника��, то на роль такого стимулятора 
прежде всего претендует АКТГ. В буду�ем предстоит 
выяснить, каковы причины повышения чувствительности 
пути биосинтеза альдостерона к АКТГ и, следовательно, 
к развитию стресс�чувствительной гипертонии. Важным 
фактом, установленным недавно, является повышение экс-
прессии генов, кодирую�их ферменты конечных этапов 
биосинтеза кортикостерона и альдостерона �� �Y�11�1 
и �Y�11�2 �� в коре надпочечника у крыс НИСАГ. 

В коротком, во многом ретроспективном, обзоре, по�
свя�енном созданию оригинальной генетической модели 
гипертонической болезни �� линии крыс НИСАГ ������AH��, 
показано, что крысы этой линии являются своеобраз-
ным �живым� доказательством того, что генетически 
обусловленное повышение стресс�реактивности может 
быть причиной формирования стойкой стресс�зависимой 
артериальной гипертонии. С точки зрения физиологии, 
начало патологии находится �в голове�� причина повы-
шенной стресс�реактивности первоначально обуслов-
лена изменением функции нейромедиаторных систем 
регуляции, с которыми сопряжены основные системы 
реагирования как на уровне поведения, так и нейроэн-
докринных систем �� симпатоадреналовой и гипотала-
мо�гипофизарно�адренокортикальной. Гормональный 
�коктейль�, с готовностью синтезируемый нейроэндок-
ринной системой, основными компонентами которого 
являются адреналин, норадреналин, глюкокортикоиды 
и альдостерон, имеет своей мишенью не только сердце 
и сосуды, но и почку �альдостерон��, что в совокупности 
и при условии генетически обусловленной склонности к 
повышенным реакциям при стрессе приводит к развитию 
стойкой артериальной гипертонии.
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Glioblastoma multiforme (GBM� is the most common 
and lethal ty�e of brain cancer with the average 
lifes�an of �atients about 9–12 months. The study 
of tumor formation and the evaluation of new 
thera�ies for GBM require accurate and re�roducible 
ex�erimental brain tumor animal models. in this study 
we used Mri for investigation of tumor mor�hology 
and growth dynamic in ortho�ic xenotrans�lantation 
immunodeficient mouse model (SciD mouse line�. 
com�arison of T1- and T2-weighed Mri scans 
�reformed with high-field Mri scanner (Bru�er�� 
BioS�ec�� 11��� T� revealed insufficient tumor/normal 
tissue T1-contrast because of high longitudinal 
magnetization of magnetic field in our scanner. 
intravenus injection of �aramagnetic manganese 
oxide (Mno� nano�articles dramatically increased 
the tumor/normal tissue contrast in T1-weigthed 
Mri scans. The study of glioblastoma growth with 
T2-weighed images showed that significant tumor 
develo�ment began no earlier than 3 wee�s after 
cell culture intracranial injection and then the tumor 
grew ex�onentially. Thus�� we develo�ed a �rotocol 
of the characterization of glioblastoma U�� growth 
and mor�hology by T1- and T2-weighed and Mno-
enhanced Mri in the ortho�ic xenotrans�lantation 
mouse model. The results demonstrate that this SciD 
model may be used as an in vivo �reclinical model 
to test the efficacy and �utative side effects of novel 
anticancer thera�ies.

Key words�� glioblastoma U��; Mri; xenotras�lantation; 
�aramagnetic nano�articles.

Глио�ластомы явля�тся крайне «агрессивным» типом опухолей 
головного мозга. Средняя продолжител��ност�� жизни пациентов 
с этим диагнозом составляет 9–12 мес. Для поиска эффективных 
подходов к терапии и диагностике этого за�олевания тре�уется 
разра�отка адекватных экспериментал��ных моделей. В данной 
ра�оте для описания динамики роста и морфологии клеток 
глио�ластомы U���� ортотопи�ески ксенотрансплантированной 
мышам иммунодефицитной линии SciD�� мы испол��зовали ряд 
методов магнитно-резонансной томографии (�Рт�. Сравнение 
эффективности визуализации развива�щейся опухоли 
с помощ��� т1- и т2-взвешенных изо�ражений�� полу�енных 
на сверхвысокопол��ном томографе Bru�er BioS�ec (11��� т��� 
показало�� �то вследствие сил��ной продол��ной намагни�енности 
магнитного поля томографа т1-взвешенные изо�ражения не да�т 
нео�ходимого контраста патологи�еской ткани относител��но 
здоровой в отли�ие от т2-взвешенных изо�ражений. Испол��-
зование т1-взвешенных изо�ражений совместно с внутривенным 
введением нано�астиц парамагнетика – оксида марганца (Mno� 
зна�ител��но усилило контраст опухол��/нормал��ная ткан�� на 
�Рт изо�ражениях. Исследование динамики роста опухолевых 
клеток с помощ��� т2-взвешенных изо�ражений показало�� �то 
развитие опухоли на�инается не ран��ше �ем �ерез 3 недели 
после интракраниал��ного введения кул��туры клеток U���� при 
этом опухолевые клетки демонстриру�т экспоненциал��ный 
рост. таким о�разом�� �ыли отра�отаны и охарактеризованы 
методы т1- �� т2-взвешенной и Mno-усиленной �Рт на модели 
ортотопи�еской ксенотрансплантации клеток глио�ластомы 
�еловека U�� иммунодефицитным животным SciD�� которая может 
�ыт�� испол��зована в ка�естве in vivo экспериментал��ной модели 
для проверки новых противоопухолевых препаратов и схем 
ле�ения онкологи�еских за�олеваний головного мозга �еловека.

��л��евые слова�� глио�ластома U��; магнитно-резонансная 
томография; ксенотрансплантация; парамагнитные нано�астицы 
оксида марганца.
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Лидирую�ее место в структуре нейроонкологических 
заболеваний занимают глиобластомы �� нейроэк-
тодермальные опухоли головного мозга человека, 

заболеваемость которыми с каждым годом продолжает 
расти. Данный тип новообразования крайне �агрессивен�, 
что значительно усложняет процесс терапии, и средняя 
продолжительность жизни больных глиобластомой не 
превышает 9��12 мес. ������ �� ���., 2��7� Lo���� �� ���., 2��9��. 
Высокая социальная значимость этого заболевания тре-
бует создания доступной in vivo модели для разработки 
и проверки новых терапевтических и диагностических 
подходов. Наиболее широко на данный момент распро-
странены модели глиобластом, созданные на лаборатор-
ных мышах �Ko������ �� ���., 2��2� ������, Ho�������, 2���� 
�������z���������o, �������z, 2��7� ���o�v������ �� ���., 2��7��. 
Су�ествуют два основных способа создания моделей 
злокачественных опухолей головного мозга на мышах� 
ксенотрансплантация раковых клеток иммунодефицит-
ным мышам и введение в организм генетических мутаций, 
индуцирую�их развитие опухолей �����oo �� ���., 2��2��. 
Недостатком генетических моделей является непредска-
зуемость появления новообразования, что делает такой 
подход малопригодным для практического использования. 
С другой стороны, подсадка культуры стволовых клеток 
человека ��T���� в мозг мыши позволяет получить опу-
холь с генетическими и фенотипическими признаками 
глиобластомы человека при достаточно высокой эффек-
тивности трансплантации �L�� �� ���., 2�����. Поэтому 
ортотопическая ксенотрансплантация клеток человека 
иммунодефицитным животным является наиболее рас-
пространенной моделью для in vivo оценки токсичности, 
избирательности, онколитической активности препаратов 
и адекватности противоопухолевой терапии. Основным 
препятствием для поиска эффективных способов терапии 
глиобластом является тот факт, что су�ествую�ие модели 
глиомы, полученные на лабораторных мышах, неточно 
воспроизводят неоднородную и высоко инвазивную 
природу этой смертельной формы опухоли мозга �������, 
Ho�������, 2���� ����� �� ���., 2��7� W��k���� �� ���., 2��9��.

В настоя�ее время для создания такой модели глиом 
человека в мире широко используются такие перевивае-
мые клеточные линии, как �87, �2�1, ��7� и др., полу-
ченные из первичных клеток опухоли человека, которые 
трансплантируются интракраниально в мозг мышей. 
Локализация расту�их опухолей, как правило, отслежи-
вается с использованием количественной флюоресценции 
�биолюминесценции�� ��z�������� �� ���., 2���� Lo���� �� 
���., 2��9��. Однако этот подход не учитывает морфологию 
опухоли в отличие от магнитно�резонансной томографии 
�МРТ��, которая позволяет получить детальное изображе-
ние геометрии имплантированных опухолей �Ko������ �� 
���., 2��2� ���o�v������ �� ���., 2��7��. Использование МРТ 
для характеристики моделей глиом на мыши имеет це-
лый ряд преиму�еств по сравнению с флюоресцентным 
анализом �������, Ho�������, 2�����. Во�первых, поскольку 
МРТ на данный момент является наиболее распростра-
ненным методом диагностики объемных образований, 
все подходы к лечению и детекции опухоли, разраба-
тываемые на моделях лабораторных животных, гораздо 
легче внедрять в медицинскую практику �Ko������ �� ���., 

2��2��. Кроме того, МРТ позволяет получать изображения 
немеченых клеток, тогда как оптические методы требуют 
стабильной экспрессии меченного флюорофорами белка 
в опухолевых клетках, что может приводить к изменению 
функционирования опухолевых клеток �����, ��oo��, 
2��7��. Наконец, МРТ является неинвазивным и точным 
методом, с помо�ью которого можно отследить динами-
ку роста интракраниальных опухолей. Хотя в настоя�ее 
время в клинике используются надежные контрастные 
агенты для МРТ, до 4� % обнаруживаемых нарушений 
в мозге требуют гистологического подтверждения диа-
гноза и в незначительном количестве �4 %�� глиом кон-
трастирование не приводит к усилению сигнала ����k�� 
�� ���., 1997� G������� �� ���., 1998� �������� �� ���., 1998� 
���������o �� ���., 2��1� �����o�, ���, 2���� A�k���o� �� ���., 
2��8� ��o�k������ �� ���., 2��8��. Поэтому по�прежнему 
су�ествует потребность в создании новых контрастных 
агентов, усиливаю�их специфичность контрастирования 
опухоли. Одним из возможных направлений в данной 
области является разработка МРТ контрастов на основе 
наночастиц различных парамагнетиков �G�, ����, которые 
в силу особенностей кровоснабжения злокачественных 
новообразований достаточно специфично ими погло�а-
ются �A�v�zo �� ���., 2�11��.

Целью данного исследования была оценка динамики 
развития глиобластомы человека в мозге мыши с помо-
�ью различных методов МРТ, включая сравнительный 
анализ контрастирования расту�ей глиобластомы относи-
тельно нормальной ткани при исследовании ее геометрии 
методами Т1� и Т2�взвешенных изображений МРТ и МРТ, 
усиленной наночастицами оксида марганца ���O��.

Материалы и методы

Животные
Исследование выполнено на 8 самцах мышей линии ����� 
��HO�Prkd�s�idHrhr�� ����статуса в возрасте 8��12 нед. 
Животных содержали в ����виварии Института цитоло-
гии и генетики СО РАН однополыми семейными груп-
пами по 2��� особей в индивидуально вентилируемых 
клетках ���V��� системы O������� �A������ ���� �y������� 
в контролируемых условиях �при температуре 22��2� °�, 
относительной влажности ������ % и световом режиме 
свет/темнота 14/1� ч с рассветом в �1�����. Корм ������ 
�Германия�� и деионизированную воду, обога�енную 
минеральной смесью �Северянка� �Санкт�Петербург��, 
животным предоставляли ad libitu�. 

Оценка состояния мышей
В течение эксперимента состояние мышей регистри-
ровали ежедневно. В частности, оценивали изменения 
состояния кожных покровов, двигательной активности 
и поведения. Мыши, демонстрировавшие такие пато-
логические признаки, как изогнутость, сгорбленность, 
снижение активности, падение массы тела более чем на 
2� %, были подвергнуты эвтаназии в соответствии с тре-
бованиями гуманного отношения к животным. Мышей 
взвешивали до введения опухолевых клеток и затем �� один 
раз в � дней вплоть до эвтаназии. Эвтаназию по заверше-
нии эксперимента осу�ествляли передозировкой �O2, 
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сопровождаемой цервикальной дислокацией. Эвтаназия 
была выполнена не позднее 8 нед после введения опухо-
левых клеток.

Приготовление опухолевых клеток глиобластомы
За 2��� недели до начала эксперимента культуру клеток 
глиомы �87, которая хранится в криобанке ЦКП �����
виварий� ИЦиГ СО РАН в жидком азоте, разморажива-
ли и культивировали в течение ���7 пассажей на среде 
�МЕМ\�12 �1 � 1�� с 1� %�й фетальной сывороткой ������ 
фирмы ����v���o����. Перед инъекцией клетки опухоли 
снимали с подложки раствором трипсин/версен и после 
� мин центрифугирования при 1��� об/мин осадок т�а-
тельно ресуспендировали в среде без сыворотки, доводя 
до концентрации 1�� тыс. клеток в 1 мкл. 

Ортотопическая ксенотрансплантация  
клеток U87 мышам линии SCID
Перед операцией животное поме�алось в камеру 
с протоком воздуха 4������� мл/мин и концентрацией 
изофлюрана в воздушной смеси 1,� %. �ерез � мин 
животное переносили на подогреваемый операционный 
столик с температурой поверхности �7 °С и поме�али под 
наркозную маску с подачей изофлюрана в концентрации 
1,� % в воздушной смеси. Суспензию клеток вводили в 
подкорковые структуры мозга через отверстие в черепной 
коробке животного. Для этого на голове в каудально�кра-
ниальном направлении делали надрез кожи длиной ���4 мм 
в районе брегмы и через отверстие в черепной коробке 
вводили � мкл суспензии клеток ���� тыс. клеток на одно 
животное��. Эксперименты были выполнены с соблюдени-
ем принципов гуманности в соответствии с директивой 
Европейского сооб�ества �8�/��9/ЕЕС��.

Определение размеров опухолей
Динамика роста опухолей и накопление в них наночастиц 
марганца были исследованы с помо�ью магнитно�ре-
зонансной томографии �МРТ�� на сверхвысокопольном 
томографе ��o���� 117/1� ��R ����k��, Германия��, 11,7 Т. 
Все исследования проводили на наркотизированных 
изофлюраном �1,� % изофлюрана в кислородной смеси 
при скорости потока 2�� мл/мин�� животных. 

Оценка размеров опухоли была проведена с помо�ью 
Т2�взвешенных изображений методом T���oRARE �R���� 
�������� w��� R��o����� E��o����. Параметры импульсной 
последовательности метода �TE = �� мс, TR = 1 ��� мс��, 
параметры изображения �размер 2,� × 2,� см� матрица 
�12 × �12 пикселей, размер пикселя �,4� × �,4� мкм��� тол-
�ина среза �� �,� мм� расстояние между срезами �� �,� мм� 
количество срезов �� 1�� ориентация срезов аксиальная, 
об�ее время сканирования �� � мин.

Информация о распределении наночастиц марганца по 
структурам мозга мыши была получена по результатам 
Т1�взвешенных изображений с использованием метода 
�LA�H ����� Low A������ �Ho���. Параметры импульсной 
последовательности метода �TE = 2,� мс, TR = 2�� мс��, 
параметры изображения �размер 2,� × 2,� см� матрица 
�12 × �12 пикселей, размер пикселя �,4� × �,4� мкм��, тол-
�ина среза �� �,� мм� расстояние между срезами �� �,� мм� 
количество срезов �� 1�� ориентация срезов аксиальная, 

об�ее время сканирования �� � мин. Для исследования ис-
пользовали нерастворимые наночастицы оксида марганца, 
синтезированные методом гидролиза солей марганца 
������� ��o��k�� �� ���., 2�1���. Гидродинамический радиус 
полученных частиц, измеренный с помо�ью ������z�� 
����v�����, варьировал от �� до �� нм. Раствор частиц 
в объеме �� мкл вводили в хвостовую вену животного 
в соответствии со всеми установленными биоэтически-
ми нормами. Сканирование проводили через 1 ч после 
введения.

Сканирование роста опухолей проводили � раз� через 
7, 14, 21, 27, �� дней после введения опухолевых клеток. 
Окончательные значения размеров опухоли высчитывали 
с помо�ью пакета программ ����v���o� �.�, основываясь 
на разнице в контрасте между окружаю�ими тканями 
и опухолью. Полученные значения размеров опухоли 
выражали в мкл. Контрастность опухоли оценивали как 
отношение МРТ сигнала в области новообразования 
к МРТ сигналу окружаю�их нервных тканей той же 
пло�ади.

Статистический анализ
Статистический анализ разницы между опытными груп-
пами проводили с использованием непараметрических 
методов анализа данных.

Результаты
Визуализацию внутримозгового роста глиобластомы 

�87 человека у мышей линии ����� проводили с исполь-
зованием T1� и Т2�взвешенного МРТ. Контрастность 
опухоли по сравнению с окружаю�ими тканями на Т1�
взвешенных изображениях была очень низкая �1,�2 �� �,22� 
рисунок, б, посредине��, тогда как на Т2�взвешенных 
изображениях удалось четко выделить границы новообра-
зования в точке введения клеток �87 �1,�4 �� �,11� рисунок, 
б, слева��. При этом введение наночастиц оксида марганца 
���O��, который, являясь парамагнетиком, способен ло-
кально увеличивать МРТ сигнал, значительно увеличи-
вало контрастность опухоли относительно окружаю�их 
тканей �2,2 �� �,1��� на Т1�взвешенных изображениях �ри-
сунок, б, справа��. Достоверного снижения Т1�контраста 
в связи с накоплением ��O в здоровых тканях мозга не 
наблюдали ни через 1 ч, ни через � сут после введения. 
Т2�контраст достоверно не менялся ни в опухоли, ни в 
окружаю�их тканях после введения этих частиц.

Результаты еженедельного МРТ исследования головного 
мозга мышей после ортотопической ксенотрансплантации 
клеток �87 показали, что первые признаки новообразова-
ний наблюдались через � недели после интракраниальной 
инъекции �рисунок, а, в��. Дальнейший рост опухоли со-
провождался экспоненциальным увеличением ее объема 
�рисунок, в��. При оценке зависимости роста опухоли от 
количества введенных клеток было обнаружено, что дву�
кратное уменьшение числа вводимых клеток приводило 
к задержке роста опухоли на 1 нед и к уменьшению ее 
объема с 1�4,1 �� 41,2� до �,� �� 2,8 мкл �� = 2,12, p < �,�4��. 
Рост опухоли сопровождался снижением массы животных 
до 2� % от первоначальных значений. Между размерами 
опухоли и изменениями массы тела отмечалась статисти-
чески значимая корреляция r = ���,78 �p < �,�4��. 
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Обсуждение
Создание моделей глиомы человека на мышах, кото-
рые позволят изучать в динамике различные аспекты 
роста опухоли, является одним из важнейших этапов в 
поиске новых путей терапии этого заболевания �����oo 
�� ���., 2��2� ������ �� ���., 2���� L�� �� ���., 2���� Wo�� 
�� ���., 2�11� ��o����, 2�1���. Как было показано ранее, 
опухолевый рост сопровождается более выраженным 
усилением Т2�контраста по сравнению с Т1 �Jo���� �� 
���., 2�14��. В нашем исследовании мы получили схожие 
результаты �рисунок, б��� по уровню Т1�контраста опухоль 
практически не отличалась от окружаю�их тканей. Это 
обусловлено высокой продольной намагниченностью 
используемого в нашем приборе магнитного поля �11,7 Т��, 
что приводит к слишком быстрой спин�решетчатой ре-
лаксации протонов ��y��kow�k� �� ���., 2�1���. Начальные 
этапы развития опухоли имеют низкие значения Т2�кон-
траста, что значительно затрудняет выявление новообра�
зований на начальных стадиях, но последую�ий рост 

опухоли повышает ее контрастность �Ro����� �� ���., 2���� 
A��o������� �� ���., 2��7� R����o� �� ���., 2��8��. Т2�контраст в 
основном определяется количеством �свободной� воды, 
содержа�ей большое количество быстро релаксирую�их 
протонов. В организме источником быстро релаксирую-
�их протонов, с одной стороны, является межклеточная 
жидкость, количество которой в ткани может возрастать 
в случае отека или воспаления �R����� �� ���., 2�����, с дру�
гой �� это кровь. Поэтому при увеличении кровенапол-
нения ткани Т2�контраст возрастает �����o�ov���� �� ���., 
1991��. Известно, что при ингибировании VEG� �v�������� 
���o��������� ��ow�� ����o��� у пациентов с глиобластомой 
динамика роста и максимальные значения Т2�контраста 
в области опухоли достоверно снижаются по сравнению 
с контрольной группой ��o�� �� ���., 2�����. В связи с этим 
для построения адекватной модели глиальных опухо-
лей человека и оценки эффективности противораковых 
препаратов необходимо разрабатывать критерии для 
неинвазивного исследования процессов васкуляризации 
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развиваю�ейся опухоли. МРТ является в данном случае 
наиболее перспективной методикой, предоставляю�ей 
самые широкие диагностические возможности.

Рост опухолевых клеток in situ сопровождается ак-
тивным ангиогенезом, при этом известно, что в области 
опухоли отмечается нарушение гематоэнцефалического 
барьера, поскольку новообразованные сосуды имеют 
фенестированную стенку �Go������ �� ���., 2��2� G����� 
�� ���., 2�����. Диаметр �пор� новообразованных сосудов 
колеблется от �� до 8� нм �����, 2��7��. Как было показа-
но в ряде исследований, подобное свойство сосудистой 
стенки возможно использовать для противораковой 
терапии с помо�ью наночастиц размером, не превышаю�
�им 8� нм ���v��, ����, 2��8��. В нашем исследовании 
для детекции точной геометрии развиваю�ейся опухоли 
мы использовали наночастицы оксида марганца ���O�� с 
радиусом ������ нм. Исходя из полученных результатов, 
можно сделать вывод о том, что наночастицы ��O ак-
тивно накапливаются в опухолевой ткани при их внутри�
венном введении, при этом в здоровых тканях мозга 
в исследованный нами промежуток времени достоверного 
увеличения концентрации частиц не наблюдалось. Эти 
два обстоятельства показывают, что наночастицы ��O 
могут быть перспективным как диагностическим, так 
и терапевтическим средством, которое, с одной стороны, 
за счет усиления контраста �рисунок, б�� поможет увели-
чить эффективность визуализации геометрии опухоли, 
с другой �� быть использовано для адресной доставки 
противоопухолевых препаратов.

Итак, в настоя�ей работе, во�первых, была отработа-
на модель ортотопической ксенотрансплантации клеток 
глиобластомы человека �87 иммунодефицитным живот-
ным �����, которая может быть использована в качестве 
in vivo модели для проверки новых противоопухолевых 
препаратов и схем лечения онкологических заболеваний 
головного мозга человека. Во�вторых, проведено сравне-
ние эффективности Т1� и Т2�контрастов для визуализации 
морфологии и динамики роста глиобластом с помо�ью 
сверхвысокопольного томографа с напряженностью маг-
нитного поля 11,7 Т. В�третьих, была показана возмож-
ность использования наночастиц оксида марганца ���O�� 
для увеличения эффективности визуализации геометрии 
развиваю�ейся опухоли. 
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The validity of ex�erimental models of �athologies 
is one of the �ey challenges in translational medicine. 
cholangiocarcinoma�� or bile duct cancer�� ran�s 
second among oncological diseases of the liver. 
There is a strong association between bile duct 
cancer and �arasitic infestation of the liver caused 
by trematodes in the family o�isthorchiidae. we have 
recently demonstrated that cholangiocarcinoma can 
develo� in Syrian hamsters (Mesocricetus auratus� 
infected by Opisthorchis felineus and administered 
with dimethylnitrosamine. However�� there is still 
no descri�tion of how this ex�erimental model can 
�ossibly be used in translational research. The aim 
of this wor� was to study the mor�hological�� 
functional and biochemical characteristics during 
cholangiocarcinoma develo�ment in Syrian hamsters 
infected by O. felineus and administered with 
dimethylnitrosamine. The ex�eriment lasted 30 wee�s 
with combined ex�osure to dimethylnitrosamine 
in drin�ing water at a dose of 12.5 ��m and a single 
injection of 50 metacercariae O. felineus. it was 
shown that the develo�ment of cholangiocarcinoma 
(1� wee�s� increased the total number of baso�hils�� 
eosino�hils and monocytes�� the relative number 
of granulocytes�� the amount of total and direct 
bilirubin�� and cholesterol and alT levels�� but 
reduces the relative number of lym�hocytes. Based 
on �athological�� mor�hometric and biochemical 

Одной из кл��евых про�лем трансляционной медицины является 
о�основанност�� вы�ора экспериментал��ной модели за�олеваний. 
Холангиокарцинома�� или рак жел�ных протоков�� занимает второе 
место по встре�аемости среди злока�ественных за�олеваний 
пе�ени. Существует прямая связ�� между раком жел�ных 
протоков и глистной инвазией пе�ени�� вызванной трематодами 
семейства описторхид. Недавно мы продемонстрировали�� �то 
при экспериментал��ном описторхозе�� вызванном инвазией 
Opisthorchis felineus�� на фоне диметилнитрозамина у золотистых 
хомя�ков Mesocricetus auratus возникает холангиокарцинома. 
Однако до сих пор нет описания данной экспериментал��ной 
модели с то�ки зрения возможности ее испол��зования для иссле-
дования холангиокарциномы �еловека. Цел�� данной ра�оты – 
изу�ение морфофункционал��ных и �иохими�еских показателей 
у золотистых хомя�ков при формировании холангиокарциномы 
на фоне диметилнитрозамина и инвазии O. felineus. 
Эксперимент проводили в те�ение 30 нед при со�етанном 
действии 0��00125 % диэтилнитрозамина в пит��евой воде 
и однократного введения 50 метацеркарий O. felineus. �оказано�� 
�то при развитии холангиокарциномы (1� нед� увели�ивается 
суммарное содержание �азофилов�� моноцитов и эозинофилов�� 
относител��ное содержание гранулоцитов�� содержание о�щего 
и прямого �илиру�ина�� а также уровен�� холестерина и �лт. �ри 
этом снижается относител��ное �исло лимфоцитов. cогласно 
резул��татам патоморфологи�еского�� морфометри�еского 
и �иохими�еского анализа�� вы�ранная модел�� демонстрирует 
показатели�� �лизкие к о�наруженным у пациентов�� страда�щих 
холангиокарциномой на фоне хрони�еского описторхоза. 
таким о�разом�� данная модел�� может �ыт�� испол��зована для 
тестирования противораковых препаратов�� исследования меха-
низмов о�разования холангиокарциномы и поиска молекулярных 
маркеров для ранней диагностики рака жел�ных протоков.

��л��евые слова�� холангиокарцинома; золотистые хомя�ки 
Mesocricetus auratus; описторхоз; пе�ен��
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analyses�� our model has characteristics similar 
to those in �atients with o�isthorchiasis-associated 
cholangiocarcinoma. Thus�� this model can be used 
to test anticancer drugs�� to study the mechanisms 
of cholangiocarcinogenesis and to search for molecular 
mar�ers for early diagnosis of bile duct cancer.

Key words�� cholangiocarcinoma; Syrian hamsters 
Mesocricetus auratus; o�isthorchiasis; liver.
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Холангиокарцинома, или рак желчных протоков, 
занимает второе место по встречаемости среди зло-
качественных заболеваний печени и является агрес-

сивным видом рака� быстро прогрессирую�им и трудно 
поддаю�имся лечению. Как правило, холангиокарцино-
ма выявляется только на поздних стадиях заболевания  
и большинство пациентов с этим диагнозом живет не бо�
лее � лет. Основным способом лечения рака желчных 
протоков является операция по удалению опухоли.

Отмечается, что в мире увеличивается заболеваемость 
холангиокарциномой, однако знания об этом виде рака 
остаются фрагментарными �K�����k�o �� ���., 2�1���. 
К причинам, ограничиваю�им развитие исследований 
по данной проблеме, следует отнести небольшое число 
моделей холангиокарциногенеза, доступных для иссле-
дований in vivo. 

Известно, что су�ествует тесная ассоциация между 
раком желчных протоков и глистной инвазией печени, 
вызванной трематодами Clonor�his sinensis и Opisthor�his 
viverrini ������y������������ T�����o��� O�����o���������� 
�����v�����, L����, 1982� ����� �� ���., 2��7� A����o��� �� ���., 
2�12��. Эти гельминты вызывают чрезвычайно близкие 
по симптоматике заболевания �� клонорхоз и описторхоз. 
В России широко распространен е�е один возбудитель 
описторхоза, O. �elineus, который также является пред-
ставителем семейства O�����o��������. Самый большой 
очаг описторхоза, вызванного O. �elineus, расположен на 
территории Западной Сибири в Обь�Иртышском бассейне 
��o��v��ov, ������, 2�1���.

Печеночные сосаль�ики C. sinensis, O. viverrini и O. �e- 
lineus паразитируют в желчных протоках печени и желч�
ном пузыре человека и рыбоядных млекопитаю�их. 
Международное агентство по исследованию рака класси-
фицировало O. viverrini и С. sinensis как канцерогенные 
факторы первой группы опасности ���AR�, 2�12�� и как 
основные факторы развития холангиокарциномы в энде-
мичных регионах. 

Недавно мы продемонстрировали, что при экспери-
ментальном описторхозе, вызванном O. �elineus, на фоне 
действия диметилнитрозамина у золотистых хомячков 
Meso�ri�etus auratus возникает холангиокарцинома 
�Максимова и др., 2�1���. Однако до сих пор нет описа-
ния данной экспериментальной модели с точки зрения 

возможности ее использования как модели для холангио�
карциногенеза у людей.

Цель данной работы �� изучение морфофункциональных 
и биохимических показателей у золотистых хомячков при 
формировании холангиокарциномы на фоне действия ди-
метилнитрозамина и инвазии O. �elineus. Результаты этого 
исследования необходимы для проведения сравнитель-
ного анализа с опубликованными данными по развитию 
холангиокарциномы у людей и оценки перспективности 
выбранной экспериментальной модели холангиокарцино-
генеза для трансляционных исследований. Выбор и раз-
витие адекватной экспериментальной модели открывают 
новые возможности для поиска молекулярных маркеров 
рака желчных протоков и разработки систем ранней диа-
гностики этого заболевания.

Материалы и методы
Работа проведена на ���8�недельных хомячках�самцах 
вида Meso�ri�etus auratus, полученных из ����вивария 
г. Пу�ино �РФ��. Животных содержали по � особей 
в клетке при стандартных условиях и свободном доступе 
к корму и воде. Протокол экспериментальных работ был 
одобрен комиссией по биоэтике ИЦиГ СО РАН �Протокол 
№ 7 от 19 декабря 2�11 г.��. 

Метацеркарии Opisthor�his �elineus выделяли из под-
кожной мышечной ткани естественно зараженных язей 
Leu�is�us idus, пойманных в р. Обь в черте г. Новосибир�
ска. Ткани рыб обрабатывали раствором пепсина при 
�7 °С, метацеркарии промывали физиологическим рас-
твором и подсчитывали ������, K��wk��, 2�����. Хомячков 
заражали per os в дозе �� метацеркарий на животное. 

Животные, находившиеся под воздействием диметил-
нитрозамина �ДМН��, были разме�ены в отдельном поме-
�ении. ДМН растворен в воде до итоговой концентрации 
�,��12� %. Свежий раствор ДМН готовили каждый день, 
поме�али в непрозрачные бутылки и давали хомячкам 
вместо питьевой воды ad libitu�. 

Из 1�� хомячков сформировали четыре группы. Группа 
�� �� контрольные животные, группа ���� �� животные, полу-
чавшие раствор ДМН, группа ������ �� животные, заражен-
ные O. �elineus, группа ��V �� животные, находившиеся 
под сочетанным влиянием O. �elineus и ДМН. В начале 
эксперимента проводили заражение животных в группах 
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рис. 1. Схема эксперимента. 
Черная стрелка – введение O. felineus�� �елая стрелка – введение Д�Н�� серые то�ки – то�ки выведе-
ния животных из эксперимента. 
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рис. 2. Относител��ный вес пе�ени (среднее ± стандартное отклонение� по группам живот-
ных�� i ( � – контрол��; ii ( � – Д�Н; iii ( � – O. felineus; iV ( � – O. felineus + Д�Н. 
* – сравнение с группой i; # – сравнение с группой ii; ◊ – сравнение с группой iii. *�� #�� ◊ p < 0��05;  
**�� ##�� ◊◊ p < 0��01.

������ и ��V. �ерез месяц проверяли заражение хомячков модифицированным ме-
тодом эфир�уксусной копроовоскопии �Павлюков, Березанцев, 1991��. После 
подтверждения заражения для групп ���� и ��V питьевую воду заменяли раствором 
ДМН. Животных выводили из эксперимента через 1�, 14, 18, 22, 2�, �� недель 
от его начала �рис. 1�� по 4��� особей из контрольной группы и по � особей из 
каждой из остальных трех групп. 

При каждом заборе биоматериала взвешивали животное и его печень. Вес 
селезенки определяли только через 2� и �� недель. Кровь на об�ий анализ за-
бирали из орбитального синуса для измерения 18 параметров периферической 
крови. Для проведения анализа 2� мкл цельной крови каждого животного раз-
водили в 1,� мл разбавителя ��Изотонический разбавитель� Реамед, Россия��. 
Полученные образцы анализировали на автоматическом гематологическом 
анализаторе �R��T�29�� �G������ �o���� �������� E������o��� �o., L��., Китай��. Для 
биохимического анализа использовали сыворотку крови. Пробы обрабатывали 
согласно протоколам, представленным производителями� об�ий и прямой 
билирубин �Вектор Бест, Россия��� холестерин об�ий, глюкоза, аланинами-
нотрансфераза �АЛТ��, аспартатаминотрансфераза �АСТ��, �елочная фосфатаза 
�ЩФ�� �Ольвекс Диагностикум, Россия��� об�ий белок, лактатдегидрогеназа 
�ЛДГ�� ���o�o�, Германия��. Измерения проводили на спектрофотометре ���� 
��x � ��� �Aw������� T����o��o�y, США��. 

Для исследований патологических 
изменений печень фиксировали 
в забуференном 1� %�м формалине 
���ov�����, Россия��. После фиксации 
в течение 1���18 ч при 4 °С образцы 
обезвоживали в серии возрастаю�его 
градиента этилового спирта и кси-
лола �Союзхимпром, Россия��, затем 
изготовляли парафиновые блоки 
���ov�����, Россия�� с использованием 
гистологического комплекса ����o� 
�����o�, Великобритания��. Срезы 
тол�иной 4 мкм окрашивали гема-
токсилином и эозином ���ov�����, 
Россия��. Готовые препараты иссле-
довали под световым микроскопом 
Ax�o�ko� 2 ����� ������, Германия��. 

Данные по весу животного, отно-
сительному весу печени и селезенки, 
об�ему и биохимическому анализу 
крови подвергали статистическому 
анализу с использованием программы 
���������� �.� ������o��, США��, визуали-
зировали с помо�ью ����o�o�� O����� 
Ex���� 2��7 и ����o�o�� O����� �ow���
�o��� 2��7 �����o�o��, США��. Досто-
верность различий между экспери-
ментальными группами оценивали 
с помо�ью критерия Манна �� Уитни 
�p < �,���� с использованием програм-
мы ���������� �.� ������o��, США��. 

Результаты
Начиная с 1��й нед эксперимента 
относительный вес печени хомячков, 
зараженных описторхами �группы ������ 
и ��V��, был почти в 2 раза выше, чем у 
контрольных животных �рис. 2��. Эти 
различия сохранялись на протяжении 
практически всего срока эксперимен-
та. Самые высокие значения отно-
сительного веса печени наблюдали 
в группе ��V, находя�ейся под соче-
танным влиянием O. �elineus и диме-
тилнитрозамина �ДМН��. У животных 
этой группы с 22�й нед и до конца 
эксперимента относительный вес пе-
чени был достоверно выше, чем у жи-
вотных всех остальных групп �рис. 2��, 
и на ���й нед был примерно в � раза 
выше, чем у контрольных животных.

На 2��й и ���й неделях экспери-
мента было обнаружено достоверное 
увеличение относительного веса селе�
зенки у животных групп ����, ������ и ��V 
по сравнению с контрольными жи-
вотными. Достоверное увеличение 
селезенки также выявлялось при 
сравнении группы ��V с группами 
���� и ������ �таблица��.



Ex�erimental modeling of cholangiocarcinoma 
in Syrian hamsters

G.a. Ma�simova�� M.Y. Pa�haru�ova�� E.V. Kashina … 
a.V. Kato�hin�� T.G. Tolsti�ova�� V.a. Mordvinov

2015
19 • 4

469Моделирование патологий и экспериментальная терапия

а в

б г

рис. 3. �акропрепараты пе�ени на 30-й неделе эксперимента. 
а – группа i (контрол���; б – группа ii (Д�Н�; в – группа iii (O. felineus�; г – группа iV (O. felineus + Д�Н�. 
�асшта�ная линейка 1 см.

При макроскопическом иссле-
довании печени животных между 
группами были обнаружены выра-
женные различия по цвету ткани, 
желчи и состоянию желчных про-
токов. Важным показателем было 
состояние поверхности ткани печени 
и ее краев. У контрольных животных, 
а также животных, находив�ихся под 
действием ДМН, поверхность печени 
оставалась упругой, гладкой и блес-
тя�ей� края органа были ровными, 
а внепеченочные желчные протоки 
и желчный пузырь �� прозрачными, 
их стенки не были утол�ены �рис. �, 
а, б��. В отличие от этих групп у жи-
вотных с описторхозом, вне зависи-
мости от добавления ДМН, желчные 
протоки были значительно утол�ены 
и с первых недель эксперимента те-
ряли прозрачность. Начиная с 18�й 
нед поверхность печени становилась 
мелкобугристой, края органа �� не-
ровными, желчь была темного цвета 
�рис. �, в��. В группе с сочетанным 
действием гельминтов и ДМН начи-
ная с 2��й нед наблюдали плотные 
бугристые бело�желтые образования 
с неровными контурами �рис. �, г��, 
число и размер этих образований 
к ���й нед су�ественно увеличива-
лись. Следует отметить, что у двух 
из шести животных под действием 
ДМН также были обнаружены бело�
желтые образования на поверхности 
ткани печени, однако только на ���й 
неделе. 

При гистологическом исследова-
нии в отличие от контрольных живот-
ных в печени животных, зараженных 
описторхами, вне зависимости от 
добавления ДМН с 1��й нед экспе-
римента обнаружен высокий уровень 
пролиферации клеток эпителия желч�
ных протоков и овальных клеток. 
Стенки желчных протоков у инфи-
цированных животных были сильно 
утол�ены за счет перидуктального 
фиброза. В просветах желчных про-
токов инфицированных животных 

были выявлены полипозные разрастания различной величины, состоя�ие из 
фибробластов, окруженных прослойками соединительнотканных волокон, 
инфильтрированные яйцами паразита и темным пигментом. 

В группе, находя�ейся под сочетанным влиянием гельминтов и ДМН, 
гиперпластические эффекты были более выражены, чем в других группах. 
У животных на 18�й нед мы наблюдали дисплазию гепатоцитов, был обна-
ружен холангиофиброз, образованный желчными протоками с прослойками 
соединительной ткани. На этом сроке эксперимента были отмечены первые 
признаки злокачественности патологических образований �� нерегулярность 
в строении новообразованных желчных ходов, а также исчезновение плаз-
матической мембраны у некоторых протоков �рис. 4, б��. У двух хомячков 
с плотными бело�желтыми образованиями в печени на 2��й нед была найдена 
дифференцированная холангиоцеллюлярная карцинома. Опухоль демонстри-
ровала инфильтративный рост �рис. 4, г��. У всех животных группы ��V к ���й 
нед были найдены холангиоцеллюлярные опухоли �рис. 4, д��.

В отличие от этого у животных, получавших только ДМН, отмечены дис-
плазия гепатоцитов и отдельные мелкоочаговые некрозы гепатоцитов. У них 
на 2��й нед была зафиксирована небольшая пролиферация желчных прото-
ков. Однако в целом у животных без гельминтной инвазии не было активной 
пролиферации клеток печени и признаков фиброза. Таким образом, первые 

Относител��ный вес селезенки 

Недели i группа�� % ii группа�� % iii группа�� % iV группа�� %

26 0��0� ± 0��01 0��12 ± 0��01* 0��11 ± 0��02* 0��16 ± 0��02* ## ◊◊

30 0��0� ± 0��01 0��12 ± 0��01* 0��11 ± 0��02* 0��31 ± 0��19** ## ◊◊

Данные представлены в виде (среднее ± стандартное отклонение�. * – сравнение с группой i; # – сравнение с группой ii; ◊ – сравнение с группой iii.  
*�� #�� ◊ p < 0��05; **�� ##�� ◊◊ p < 0��01.
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рис. 4. Гистопатологи�еские изменения в пе�ени. 
Окраска гематоксилином и эозином. × 100. а – группа i (контрол����� 30-я неделя�� портал��ный тракт; б – группа iV (O. felineus + Д�Н��� 10-я неделя�� про-
лиферация жел�ных протоков; в – группа iV (O. felineus + Д�Н��� 1�-я неделя�� холангиофи�роз; г – группа iV (O. felineus + Д�Н��� 26-я неделя�� фрагмент 
холангиокарциномы; д – группа iV (O. felineus + Д�Н��� 30-я неделя�� фрагмент холангиокарциномы.

признаки злокачественных образований эпителия желчных протоков были 
обнаружены в печени хомяков, находя�ихся под сочетанным действием ДМН 
и описторхоза, уже на 18�й нед эксперимента, а на 2��й нед в этой группе 
животных найдены холангиокарциномы. 

Был проведен комплексный анализ показателей клеточного состава крови 
животных по 18 показателям. Большинство показателей об�его анализа крови 
�абсолютное содержание лимфоцитов, абсолютное содержание эритроцитов, 
гематокрит, концентрация гемоглобина в крови, среднее содержание гемогло-
бина в эритроците, средний объем эритроцита, относительная ширина рас-
пределения эритроцитов по объему �� стандартное отклонение и коэффициент 
вариации, абсолютное содержание тромбоцитов, тромбокрит, средний объем 
тромбоцитов�� в нашем случае не изменялись и достоверной разницы между 
группами животных не демонстрировали �данные не приведены��.

Однако ряд показателей клеточного состава крови менялся в ходе экспе-
римента. Так, обнаружено, что с 18�й нед достоверно увеличивается суммар-

рис. 5. �оказатели о�щего анализа крови�� а�сол�тное содержание смеси моноцитов�� �азо-
филов и эозинофилов (а�; относител��ное содержание лимфоцитов (б� (среднее ± стандартное 
отклонение�. 
* – сравнение с группой i; # – сравнение с группой ii; ◊ – сравнение с группой iii. *�� #�� ◊ p < 0��05; 
**�� ##�� ◊◊ p < 0��01.

ный показатель содержания смеси 
базофилов, моноцитов и эозинофилов 
у группы животных, находя�ихся 
под сочетанным воздействием O. �eli-
neus и ДМН. В группе ��V на ���й нед 
исследования этот показатель был 
в три раза выше, чем у животных ос-
тальных групп �рис. �, а��. В группе ���� 
также наблюдали увеличение этого 
показателя на сроках 18 и 2� нед, 
однако оно было недостоверным. 

Увеличение абсолютного содержа�
ния смеси базофилов, моноцитов 
и эозинофилов у животных экспе-
риментальных групп хорошо согла�
суется с повышением относительного 
содержания гранулоцитов. Рост этого 
показателя у животных эксперимен-
тальных групп также был зареги�
стрирован с 18�й нед эксперимента 
�данные не приведены��. Важным 
показателем, который с 18�й нед до-
стоверно изменялся у животных, на-
ходя�ихся под сочетанным действи-
ем ДМН и O. �elineus, было снижение 
относительного числа лимфоцитов 
�рис. �, б��.

В ходе работы был проведен также 
комплексный биохимический анализ 
крови животных по 9 показателям.  
В результате проведенного исследо-
вания был выявлен ряд су�ественных 
изменений в группе ��V. В частности 
уровни прямого и об�его билирубина 
в норме близки к нулю, что и было 
зафиксировано практически на всех 
сроках эксперимента в группе кон-
троля и группах, находя�ихся под 
воздействием только гельминтов или 
только ДМН �рис. �, а, б��. В отличие 
от этого в группе, находя�ейся под 
сочетанным влиянием O. �elineus 
и ДМН, уровень об�его билирубина 
начинает увеличиваться с 18�й нед 
эксперимента. Важно отметить, что 
начало роста этого показателя совпа-
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дает с появлением первых признаков 
злокачественности патологических 
образований, обнаруженных при 
гистологическом исследовании. 
У животных на 2��й нед величина 
об�его билирубина составляет око-
ло �� мкмоль/ л, а к концу экспери-
мента �� уже свыше 2�� мкмоль/л. 
Изменение уровня прямого билиру-
бина в значительной мере совпадает 
с динамикой об�его билирубина 
�рис. �, в��. Таким образом, важным 
биохимическим показателем, ассо-
циированным с развитием холангио-
карциномы, является, по�видимому, 
уровень билирубина.

На ранних сроках эксперимента 
�1���18 нед�� у животных группы ��V 
по сравнению с животными осталь-
ных групп был су�ественно повы-
шен уровень холестерина �рис. �, в��. 
Кроме того, в группе ��V в отличие от 
других групп с 14�й нед и до конца 
эксперимента был повышен об�ий 
белок крови. У животных этой груп-
пы по отношению к контрольным 
животным был отмечен также пони-
женный уровень глюкозы �данные 
не приведены��.

Во всех экспериментальных груп-
пах относительно контроля был за-
регистрирован повышенный уровень 
аланинаминотран�феразы �АЛТ��. 
Отметим, что у животных группы ��V 
на ранних сроках эксперимента �1��я 
нед�� показатель АЛТ был наиболь-
шим �рис. �, г��. Достоверных раз-
личий в уровнях других ферментов 
печени �аспартатаминотрансфераза, 
�елочная фосфатаза и лактатдегид�
рогеназа�� между всеми группами не 
выявлено. 

На основании полученных данных 
можно заключить, что при развитии 
холангиокарциномы �группа ��V�� уве-
личивается суммарный показатель 
содержания базофилов, моноцитов 
и эозинофилов, повышается относи-
тельное содержание гранулоцитов, 
однако относительное число лимфо-
цитов снижается. При формировании 
холангиокарциномы происходит так-
же повышение содержания об�его и 
прямого билирубина, а также уровня 
холестерина и АЛТ. Изменение боль-
шинства перечисленных показателей 
начинается с 18�й нед эксперимента, 
что совпадает со временем появления 
первых признаков злокачественности 
патологических образований печени. 

Однако е�е до появления этих признаков у животных группы ��V были заре-
гистрированы повышенные уровни холестерина и АЛТ.

Обсуждение
Возникновение рака желчных протоков у золотистых хомячков при сочетан-
ном воздействии O. �elineus и ДМН хорошо объясняется классической трех-
стадийной теорией канцерогенеза. Согласно этой теории, злокачественные 
опухоли развиваются при синергическом воздействии двух агентов. Один из 
них является инициатором опухолеиндуцирую�его события, а второй спо-
собствует пролиферации инициированных клеток, т. е. обладает свойствами 
промотора опухоли. 

В модели холангиокарциномы с использованием золотистых хомячков 
инициатор возникновения злокачественных клеток �� ДМН, соединение, 
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обладаю�ее генотоксическим действием. Известно, что 
ДМН содержится в большом количестве в окружаю�ей 
среде, в пи�е и сигаретном дыме. Таким образом, человек 
каждый день сталкивается с этим соединением и выбор 
ДМН в качестве инициатора опухолеиндуцирую�его 
события вполне оправдан.

Однако для опухолевого роста необходимы определен-
ные условия, способствую�ие митозу инициированных 
клеток. Такие условия, судя по всему, возникают при опис-
торхозе. Действительно, печень больных описторхозом 
значительно увеличивается в размерах, клетки протоков 
активно пролиферируют и иногда формируют кисты. 
Очень близкая картина патологических изменений печени 
регистрируется и при экспериментальном описторхозе с 
использованием золотистых хомячков.

Кроме того, показано, что отдельные белки опистор-
хов могут оказывать митогенный и антиапоптотический 
эффект на клетки хозяина, действуя как классический 
митоген ���o�� �� ���., 2��9, ����� �� ���., 2�12��. В нашем ис-
следовании также были выявлены пролиферация желчных 
протоков, гиперплазия и метаплазия эпителия желчных 
протоков, холангиофиброз и полипы. Таким образом, гель-
минты O. �elineus способны стимулировать пролиферацию 
клеток и тем самым индуцировать предраковые измене-
ния �Lvov� �� ���., 2�12��. Найденные изменения в печени, 
появившиеся под влиянием O. �elineus и при сочетанном 
воздействии гельминтов и ДМН, схожи с патологическими 
изменениями, описанными при инвазии других печеноч-
ных сосаль�иков �� O. viverrini и С. sinensis �T����v�� �� 
���., 1978� L�� �� ���., 199�� �o������ �� ���., 2��9��.

В нашей работе была выявлена ассоциация между 
увеличением веса селезенки и развитием холангиокарци-
номы. В литературе нет единства по этому вопросу. Так, 
есть сведения, что при холангиокарциноме на фоне опис-
торхоза спленомегалия встречается, но довольно редко 
�Шайн, 1974��. По данным других авторов, при развитии 
гнойных осложнений у пациентов с длительной инвазией 
O. �elineus спленомегалия встречается часто �Бражникова, 
1997��. Интересно, что при инвазии O. viverrini вес селе-
зенки не изменяется ни у хомячков �����v�����, ����v�����, 198���, 
ни у людей �������� �� ���., 1982��. Однако под влиянием 
С. sinensis у людей селезенка увеличивается �Ro����� �� 
���., 2�����, но увеличение происходит не у всех пациентов, 
страдаю�их клонорхозом �W��� �� ���., 2��4��.

По нашим данным, показатели об�его и биохимиче�
ского анализа крови по экспериментальным подгруппам 
были преиму�ественно стабильны. Постоянство этих 
параметров крови описано также при хроническом опис-
торхозе у людей �Поддубная 2��9� Щёголева и др., 2��9� 
Поддубная, Щеголева, 2�11��. 

В то же время су�ествуют данные, что у пациентов 
с хроническим описторхозом при таких осложнениях, 
как абсцесс и холангиокарцинома, изменялись клеточные 
и биохимические показатели крови �Бражникова, Толка-
ева, 2���� Бражникова, Толкаева, 2��2� Цхай и др., 2�11��. 
По нашим данным, в группе хомячков, подверженных 
сочетанному влиянию O. �elineus и ДМН, отмечается 
повышение показателей гранулоцитов, а также смеси 
моноцитов, базофилов и эозинофилов. Это может свиде-
тельствовать о воспалительном процессе, что согласуется 

с данными при воспалительных процессах, сопровожда�
ю�их абсцессы и холангиокарциному у людей �Альперо-
вич и др., 2�1�� Цхай и др., 2�11��. 

Отмеченное в данной работе снижение числа лимфо-
цитов в крови хомячков группы ��V также согласуется 
с данными, полученными при холангиоцеллюлярном раке 
печени у людей �Бражникова, Толкаева, 2��2� Альперович 
и др., 2�1���. То же самое можно сказать о повышении 
уровня билирубина, АЛТ и холестерина у животных 
группы ��V. Рост этих показателей зарегистрирован у па-
циентов с хроническим описторхозом �Бакштановская 
и др., 2��2� Бакштановская, Степанова, 2�����. При этом 
аспартатаминотрансфераза �АСТ�� и лактатдегидрогеназа 
зачастую остаются в норме �Бакштановская и др., 2��2� 
Бакштановская, Степанова, 2���� �� или у некоторых па-
циентов бывает повышен лишь уровень АСТ �Поддубная, 
2��9� �o�k��������vo�� �� ���., 2�1���. При выполнении 
данной работы нами получены аналогичные данные.

При хроническом описторхозе и холангиокарциноме 
у людей зачастую повышен уровень �елочной фосфата-
зы �ЩФ�� �Бражникова, Толкаева, 2���� Бакштановская 
и др., 2��2� Бакштановская, Степанова, 2�����. Мы не 
обнаружили су�ественных изменений этого показателя 
у животных экспериментальных групп. Есть сведения, что 
у людей при инвазии O. viverrini уровень ЩФ тоже может 
не подниматься ��o�k��������vo�� �� ���., 2�1���. 

Суммируя полученные данные, можно заключить, 
что согласно результатам патоморфологического, мор-
фометрического и биохимического анализа модель хо-
лангиокарциномы на фоне действия ДМН и O. �elineus 
с использованием золотистых хомячков демонстрирует 
показатели, близкие к обнаруженным у пациентов, стра-
даю�их холангиокарциномой на фоне хронического 
описторхоза. 

Таким образом, данная модель может быть использо-
вана для тестирования противораковых препаратов, ис-
следования механизмов образования холангиокарциномы 
и поиска молекулярных маркеров для ранней диагностики 
рака желчных протоков.
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correlation of susceptibility to 
ortho‑aminoazotoluene‑induced 
hepatocarcinogenesis with 
car and ahr signaling pathway 
activation in mice
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ortho-aminoazotoluene (oaT� is a �otent he�ato-
carcinogen for most strains of mice. it has �reviously 
been shown that oaT a��lication activates the aryl 
hydrocarbon rece�tor (ahr� and the constitutive 
androstane rece�tor (car� in the mouse liver. Both 
of these rece�tors are directly involved in the �rocess 
of he�atocarcinogenesis. in this study�� we investigated 
the effect of chronic oaT administration on the mrna 
ex�ression levels of ahr�� car and their target genes 
cy�1a1 and cy�2b10 in the liver of DD/He (DD� 
and cc5�Br/Mv (Br� mouse strains contrasting in 
sensitivity to he�atocarcinogenesis. The inflammatory 
res�onse of these strains was also studied. Male mice 
of both strains received oaT oil solution at the dose 
of 225 mg/�g body weight four times within two 
months. control animals received the equivalent 
solvent amount. Mice were sacrificed on days 1 and 
4 after the last oaT administration. Gene ex�ression 
levels in the liver were determined by real-time Pcr. 
The inflammatory res�onse was evaluated by serum 
concentration of tumor necrosis factor al�ha (Tnf-
al�ha�. in resistant Br mice�� oaT induced a �ronounced 
and �rolonged increase in cy�1a1 mrna�� showing 
�rimarily ahr activation�� while the DD strain dis�layed 
a more �ronounced elevation of cy�2b10 ex�ression�� 
indicative of car activation. in addition�� a strong 
inflammatory res�onse to oaT was recorded in DD 
mice but not in Br. it is assumed that the �revalence 
of ahr signaling �athway activation over car signaling 
�athway activation is a factor of resistance to oaT-
induced he�atocarcinogenesis.

Key words�� mice; interlinear difference; o-aminoazo-
toluene; ahr; car; real-time Pcr.

Орто-аминоазотолуол (О�т� является сил��ным гепатоканцеро-
геном для �ол��шинства линий мышей. Ранее �ыло показано�� �то 
введение О�т активирует в пе�ени этих животных арил-гидрокар-
�оновый рецептор (ahr� и конститутивный рецептор андростанов 
(car�. О�а эти рецептора принима�т непосредственное у�астие 
в процессе гепатоканцерогенеза. В данной ра�оте �ыли исследо-
ваны влияние хрони�еского введения О�т на уровни экспрессии 
мРН�� ahr�� car и их генов-мишеней cy�1a1 и cy�2b10�� а также 
корреляция их экспрессии со степен��� воспалител��ной реакции 
у линий мышей DD/He (DD� и cc5�Br/Mv (Br��� контрастных 
по �увствител��ности к гепатоканцерогенезу. Самцам мышей 
о�еих линий в те�ение 2 мес. �етырехкратно вводили масляный 
раствор О�т в дозе 225 мг/кг веса тела. ��онтрол��ные животные 
полу�али эквивалентное коли�ество растворителя. �ышей 
за�ивали �ерез 1 и 4 сут после последнего введения О�т. 
Экспресси� генов в пе�ени определяли методом �ЦР в реал��ном 
времени. Степен�� воспалител��ной реакции оценивали в те же 
сроки по концентрации фактора некроза опухоли ал��фа (ФНОα� 
в сыворотке крови. у резистентных мышей Br введение О�т 
индуцировало �олее выраженное и длител��ное повышение 
уровня экспрессии мРН�� cy�1a1�� свидетел��ству�щее о 
преимущественной активации ahr у этих животных. В то же 
время у мышей �увствител��ной линии DD на�л�далос�� �олее 
выраженное повышение уровня экспрессии cy�2b10�� �то 
указывает на преимущественну� активаци� car. также у мышей 
линии DD�� в отли�ие от Br�� на�л�далас�� сил��ная и длител��ная 
воспалител��ная реакция в ответ на введение О�т. �олу�енные 
резул��таты да�т основания полагат���� �то прео�ладание активации 
сигнал��ного пути ahr над активацией сигнал��ного пути car 
может �ыт�� фактором резистентности к О�т-индуцированному 
гепатоканцерогенезу.

��л��евые слова�� мыши; межлинейные разли�ия; о-аминоазо-
толуол; ahr; car; �ЦР-РВ.

e-mail�� bagin@bionet.nsc.ru; mordvin@bionet.nsc.ru
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Гепатокарцинома �� одна из наиболее часто встреча-
ю�ихся опухолей человека. Ее развитие зависит 
как от внешних условий �уровень загрязнения окру�

жаю�ей среды, стресс и др.��, так и от генетических 
факторов �����, ����, 2��2� ��o �� ���., 2�����. Инбредные 
линии мышей, различаю�иеся по чувствительности 
к гепатоканцерогенезу, являются хорошим объектом для 
изучения молекулярных механизмов и роли генетических 
факторов в гепатоканцерогенезе. В последнее время ши-
роко обсуждается ключевая роль в развитии опухолей 
печени транскрипционных факторов �ТФ��, активируемых 
ксенобиотиками. Эти факторы, получившие название 
ксеносенсоров ввиду их непосредственного участия 
в процессах регуляции метаболизма ксено� и эндобио-
тиков, также могут влиять на гормональный статус, вос-
паление, апоптоз и пролиферацию как нормальных, так 
и опухолевых клеток �Ko���y� �� ���., 199�� X�� �� ���., 2���� 
�����ow�, ����, 2�����. Активация ксеносенсоров, таких 
как конститутивный рецептор андростанов ����, ��1���� 
и арил�гидрокарбоновый рецептор �A����, стимулирует 
развитие опухолей печени у мышей и крыс ��o����k�� �� 
���., 2��4� Y����o�o �� ���., 2��4� H���� �� ���., 2�����. В то 
же время в определенных условиях A�� может играть 
роль опухолевого супрессора, благодаря его способности 
стимулировать апоптоз, подавлять пролиферацию клеток 
и воспаление ����������� �� ���., 2���� ��� �� ���., 2�1�� H�����, 
2�14��. Известно, что хроническое воспаление является 
фактором гепатоканцерогенеза ���k���w�, �����, 2�12��, 
причем его эффекты в значительной степени опосредуют-
ся через индукцию провоспалительных цитокинов, в част�
ности ФНОα �L����k�, T����w���, 2�12��. Активация A�� 
подавляет экспрессию ФНОα и других провоспалитель-
ных цитокинов, снижая тем самым степень воспаления 
�H�����, 2�14��. A�� также может регулировать активность 
���, повышая уровень его мРНК в печени мышей ������� 
�� ���., 2��7��. Поэтому в экспериментальных моделях для 
лучшего понимания молекулярных механизмов канцеро-
генеза необходимо исследовать совместную деятельность 
этих рецепторов. 

О�аминоазотолуол �ОАТ�� является сильным гепатокан-
церогеном для мышей, однако механизм его канцероген-
ного действия недостаточно ясен. Показано, что мыши 
инбредных линий A/��, A/H�, �WR и ��/H� высокочув�
ствительны к его гепатоканцерогенному действию, в то 
время как мыши линий ���7�R/�v и AKR резистентны 
�Каледин и др., 199���. Также установлено, что в печени 
мышей ОАТ активирует как A�� ������� �� ���., 1994� 
������ov� �� ���., 2�����, так и ��� ���������� �� ���., 2�11��. 
Активация A�� индуцирует каскад ферментов метаболиз-
ма ароматических соединений и азобензолов, включая 
ОАТ. Таким образом, ОАТ индуцирует ферменты своего 
собственного метаболизма ������� �� ���., 1994� ��k�����ov� 
�� ���., 2�����. В результате этого процесса происходит акти-
вация ОАТ, веду�ая к образованию ДНК�аддуктов и, как 
следствие, к появлению мутаций и канцерогенезу ���������, 
��������, 1981��. С другой стороны, тот же процесс может 
привести к ускоренному выведению ОАТ из организма, 
снижая его канцерогенный эффект. Такая возможность 
подтверждается, в частности, исследованиями ������ с со-
авт. �2��4��, показавшими, что in vivo цитохромы �y�1�1/2 

у мышей выполняют преиму�ественно детоксифициру-
ю�ую функцию. Показано, что ОАТ�индуцированный 
гепатоканцерогенез часто происходит на фоне хрониче�
ского воспаления �Багинская и др., 2��7��, интенсивность 
которого зависит от активности ряда транскрипционных 
факторов, ���, A��, ����� и других, а воспаление, в свою 
очередь, влияет на их активность �G�����, ���jo, 2�1�� 
G������������o��, 2�1�� H�����, 2�14��. Мы предположили, 
что в основе различий по чувствительности к гепатоканце-
рогенезу и особенностей воспалительного ответа у мышей 
разных линий могут лежать различия в уровне функцио-
нирования транскрипционных факторов ��� и A��. 

В данной работе исследовали влияние хронического 
введения ОАТ на уровень экспрессии мРНК ���, A�� и их 
маркерных генов �y�1�1 и �y�2�1� в печени, а также на 
уровень ФНОα в крови у линий мышей ��/H� и ���7�R/
�v, контрастных по чувствительности к гепатоканцеро-
генезу.

Материалы и методы
В опытах использовали гепатоканцероген 2′���диметил�
4�аминоазобензол �орто�аминоазотолуол, ОАТ�� фирмы 
������, США. Опыты были сделаны на самцах мышей 
инбредных линий ���7�R/�v ��R�� и ��/H� �����, полу-
ченных из вивария конвенциональных животных ИЦиГ 
СО РАН. Эксперименты проводились в соответствии 
с рекомендациями, приведенными в руководстве по уходу 
и использованию лабораторных животных национальных 
институтов здравоохранения �Протокол № 17.� от 17 июня 
2�1� г. комиссии по биоэтике ИЦиГ СО РАН��. Мышей со-
держали группами по ���8 особей в клетке в естественных 
условиях осве�ения. Животные получали комбикорм ПК 
12��1 ��Лабораторснаб�, Москва�� и воду ad libitu�. 

Экспериментальным животным начиная с двухмесячно-
го возраста четырехкратно с интервалом в 2 нед вводили 
ОАТ в дозе 22� мг/кг веса тела внутрибрюшинно. Конт-
рольные животные получали соответствую�ее количество 
растворителя �� оливкового масла. Е�е одну контрольную 
группу составляли интактные животные. �ерез 1 и 4 сут 
после окончания введения канцерогена мышей забивали 
для забора образцов крови и ткани печени. Сыворотку 
крови хранили при температуре ��2� °С. Ткань печени 
замораживали в жидком азоте и хранили при температуре 
��8� °С для дальнейшего использования. 

Концентрацию фактора некроза опухоли �ФНОα�� в сы-
воротке крови определяли иммуноферментным способом 
с помо�ью набора реактивов �o��� T���� EL���A K�� 
�����o����������. 

Выделение РНК и ПЦР анализ
Все стадии выделения и анализа РНК, а также получе-
ния кДНК проводили согласно протоколам фирм�про-
изводителей соответствую�их наборов. РНК выделяли 
из 2���4� мг ткани печени с использованием набора 
Axy����™ �������o���� To���� R�A �������� K�� �Axy��� 
��o����������. Перед получением кДНК 1 мкг РНК под-
вергали ДНК�азной обработке согласно инструкции 
производителя ���A�� ��, R�A�������, ���������� L��� 
�����������. Сохранность РНК после обработки ДНКазой 
проверяли с помо�ью A������� 21�� ��o�����yz��. Реакцию 
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обратной транскрипции проводили с помо�ью набора 
�R�v���A�� ����� ������ ���A �y������� K��� ����������� 
L��� �����������. Экспрессию генов оценивали методом 
количественной ПЦР в реальном времени �ПЦР�РВ�� с ис-
пользованием �Набора реактивов для проведения ПЦР�РВ 
в присутствии �y�� G����� �ЗАО �Синтол�, г. Москва�� 
на оборудовании A��� ����� 7��� ��A������� ��o�y������, 
США�� с помо�ью ���1.2.�. 

Подбор праймеров осу�ествляли с помо�ью программ 
������� Ex�����® �o��w���� v2.� ��A������� ��o�y��������. 
Предварительно отобранные пары праймеров верифици-
ровали на специфичность с помо�ью программ ��������
�LA�T� ��������, �G��o�� ��ow���� ������� и �����������o 
��R� �������. Для проведения ПЦР�РВ пары праймеров 
подбирались таким образом, чтобы реакция проходила 
в унифицированных условиях для всех генов при одновре-
менном сохранении высокой специфичности для каждого 
гена. Выбранные праймеры должны были детектировать 
максимальное количество известных вариантов сплайсин-
га. Отобранные по вышеперечисленным критериям пары 
характеризовались следую�ими параметрами� длина 
специфического ампликона 2�� п. о. �� � %� температурный 

диапазон отжига для всех пар праймеров ���8 °� … ���1 °�. 
Последовательности праймеров приведены в табл. 1. 

Уровень экспрессии генов был нормализован к уровню 
экспрессии β�актина �A�tb��. Уровень модуляции экспрес-
сии мРНК дан относительно уровня контрольной пробы 
интактной мыши линии ��/H�. 

Результаты представлены в виде M �� �, где M �� среднее 
значение, � �� стандартная ошибка среднего значения. 
Достоверность различий между исследуемыми группами 
животных оценивали по t-критерию Стьюдента. 

Результаты и обсуждение
Фоновые уровни экспрессии мРНК A��, �y�1�1 и �y�2�1� 
в печени у мышей исследуемых линий су�ественно 
не различались, но содержание мРНК ��� у резистент�
ных мышей �R было почти в 2 раза выше, чем у �� 
�табл. 2��. 

Хроническое введение ОАТ не влияло на содержание 
мРНК A�� у мышей обеих линий. В то же время уровень 
мРНК ��� су�ественно снизился у мышей �R по срав-
нению с контролем через сутки после введения ОАТ 
�табл. ���. В конце эксперимента эти различия исчезли. 

таблица 1. Структура праймеров исследуемых генов

Ген Структура прямого праймера Структура о�ратного праймера 

�рил-гидрокар�оновый рецептор (Ahr� aTaaacTcacaGTccGccaTGG aaGTcGGacGaaTaGGTTTcaTTG

Цитохром Р450 1а1 (Cyp1a1� cTGaaTGGcTTcTaTaTccccaaG aaTGGTcTcTccGaTGcacTTTc

Цитохром Р450 2b10 (Cyp2b10� caGaccGTcaGTTcTTGcGc aaGGTGGcccTGTGcTTcTc

��онститутивный рецептор андростанов (Car � ccaTaaaaaccTGaaaGGacTGc TGcaTacaGaaaccGacTTTGG  

β-актин (Actb� acaTGGcaTTGTTaccaacTGG ccTGGaTGGcTacGTacaTGG

таблица 2. Фоновое содержание мРН�� ahr�� car и их генов-мишеней cy�1a1 иahr�� car и их генов-мишеней cy�1a1 и�� car и их генов-мишеней cy�1a1 иcar и их генов-мишеней cy�1a1 и и их генов-мишеней cy�1a1 иcy�1a1 и1a1 иa1 и1 и cy�2b10 в пе�ени мышей двух линий2b10 в пе�ени мышей двух линийb10 в пе�ени мышей двух линий10 в пе�ени мышей двух линий

линии мышей Исследуемые гены

Ahr Cyp1a1 Cyp2b10 Car

DD/He 1���0 ± 0��24���0 ± 0��24�0 ± 0��24��2424 4��20 ± 1��3��20 ± 1��320 ± 1��3��33 2��90 ± 0���6��90 ± 0���690 ± 0���6���6�6 1��24 ± 0��09��24 ± 0��0924 ± 0��094 ± 0��09 ± 0��09��09

cc5�Br/Mv 1��62 ± 0��4���62 ± 0��4�62 ± 0��4���4�4� 5��02 ± 1��10��02 ± 1��1002 ± 1��10��1010 1��2� ± 0��55��2� ± 0��552� ± 0��55��5555 2��44 ± 0��33��44 ± 0��3344 ± 0��33��3333*

Относител��ное содержание мРН�� �ыло оценено с помощ��� �ЦР-РВ�� нормализовано к уровн� экспрессии actb и выражено в виде кратных измененийactb и выражено в виде кратных изменений и выражено в виде кратных изменений 
относител��но контрол��ной про�ы интактной мыши линии DD/He. Достоверност�� разли�ий между линиями мышей��DD/He. Достоверност�� разли�ий между линиями мышей��/He. Достоверност�� разли�ий между линиями мышей��He. Достоверност�� разли�ий между линиями мышей��. Достоверност�� разли�ий между линиями мышей�� * p < 0��05. ��оли�ество животных 
в каждой группе – 3.

таблица 3. Влияние хрони�еского введения О�т на относител��ное содержание мРН�� ahr и car у мышей двух линийahr и car у мышей двух линий и car у мышей двух линийcar у мышей двух линий у мышей двух линий

линии мышей Группы
Ahr Car 

1 сут a 4 сут 1 сут 4 сут

DD/He
��онтрол�� 2��04 ± 0��44��04 ± 0��4404 ± 0��44��4444 1��25 ± 0��09��25 ± 0��0925 ± 0��09��0909 1��2� ± 0��16��2� ± 0��162� ± 0��16� ± 0��16 ± 0��16��1616 1��03 ± 0��10��03 ± 0��10 ± 0��10��10100

oaT 2��3� ± 0��1���3� ± 0��1�3� ± 0��1���1�1� 1���� ± 0��39���� ± 0��39�� ± 0��39��3939 2��5 ± 0��64��5 ± 0��645 ± 0��64��6464 1��23 ± 0��22��23 ± 0��2223 ± 0��22��2222

cc5�Br/Mv
��онтрол�� 2��44 ± 0��5��44 ± 0��544 ± 0��5��55 1��46 ± 0��23��46 ± 0��2346 ± 0��23��2323 5��23 ± 0�����23 ± 0���23 ± 0�������*** 2��44 ± 0��21��44 ± 0��2144 ± 0��21��2121*

oaT 2��12 ± 0��4��12 ± 0��412 ± 0��4��44 1��63 ± 0��13��63 ± 0��1363 ± 0��13��1313 2��02 ± 0��2��02 ± 0��202 ± 0��2��22◊ 1���� ± 0��22���� ± 0��22�� ± 0��22��2222

О�т (225 мг/кг вт� вводили один раз в 2 нед 4-кратно. ��онтрол��ная группа полу�ала эквивалентное коли�ество оливкового масла. Относител��ное 
содержание мРН�� �ыло оценено с помощ��� �ЦР-РВ и нормализовано к уровн� экспрессии actb и выражено в виде кратных изменений относител��но 
контрол��ной про�ы интактной мыши линии DD/He. а – время после окон�ания введения О�т (сут�. Достоверност�� разли�ий между линиями мышей�� 
* p < 0��05 и *** p < 0��001. Достоверност�� отли�ий от группы контроля�� ◊ p < 0��05. ��оли�ество животных в каждой группе – 3.
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рис. 1. Влияние хрони�еского введения О�т на относител��ное 
содержание мРН�� cy�1a1 и cy�2b10 в пе�ени мышей DD/He  
и cc5�Br/Mv.
О�т (225 мг/кг вт� вводили один раз в 2 нед 4-кратно. ��онтрол��ная 
группа полу�ала эквивалентное коли�ество оливкового масла. Относи-
тел��ное содержание мРН�� �ыло оценено с помощ��� �ЦР-РВ и нормали-
зовано к уровн� actb. Данные представлены в виде кратных изменений 
экспрессии (а� cy�1a1 и (б� cy�2b10 относител��но контрол��ной про�ы 
интактной мыши линии DD/He; (в� cy�1a1 относител��но cy�2b10. темные 
стол�ики – группа животных�� полу�авшая О�т�� светлые стол�ики – конт-
рол��ная группа. Достоверност�� отли�ий от группы контроля�� * p < 0��05�� 
** p < 0��01 и *** p < 0��001. Достоверност�� разли�ий между линиями 
мышей # p < 0��05 и ## p < 0��01. ��оли�ество животных в каждой группе – 3.
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1 сут 4 сут 1 сут 4 сут
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рис. 2. Влияние хрони�еского введения О�т на уровен�� ФНОα в сы-
воротке крови мышей DD/He и cc5�Br/Mv. 
О�т (225 мг/кг вт� вводили один раз в 2 нед 4-кратно. ��онтрол��ная 
группа полу�ала эквивалентное коли�ество оливкового масла. уровен�� 
ФНОα определяли на 1-й и 4-й дни после окон�ания введения препара-
тов. Светлый стол�ик – контрол���� темный стол�ик – группа О�т. Данные 
представлены в виде M ± m. ��оли�ество животных в каждой группе – 6–�. 
р < 0��05�� р < 0��01 – зна�ения t-критерия Ст���дента.

У мышей �� изменений в экспрессии ��� не было об-
наружено. Следует отметить, что у интактных животных 
так же, как и в контроле, содержание мРНК ��� у мышей 
�R было выше, чем у �� �табл. 2, ���. �ем могут быть 
обусловлены такие межлинейные различия �� вопрос 
дальнейших исследований. 

�ерез сутки после введения канцерогена у обеих ли-
ний наблюдалось значительное увеличение экспрессии 
мРНК �y�1�1 и �y�2�1� �� генов�маркеров активации A�� 
и ��� �������k, K��������, 2��7�� �рис 1, a, б��. Это соответ�
ствует данным литературы о значительном повышении 
экспрессии этих генов в ответ на однократное введение 
ОАТ ������� �� ���., 1994� ������ov� �� ���., 2���� ��������� 
�� ���., 2�11��. Отметим, что уровень экспрессии �y�2�1� 
у чувствительных мышей �� был значительно выше, 
чем у резистентных мышей �R �рис. 1, б��. Активация 
���, как известно, промотирует развитие опухолей печени 
у мышей и крыс �Ko���y� �� ���., 199�� Y����o�o �� ���., 2��4� 
H���� �� ���., 2�����, поэтому повышенная активация ��� 
у �� может быть причиной их высокой чувствительности 
к гепатоканцерогенному действию ОАТ. В то же время 
более низкая индукция �y�2�1� и снижение экспрессии 
��� в ответ на введение ОАТ �рис. 1, б, табл. ��� свидетель-
ствуют об относительном подавлении сигнального пути 
��� у �R по сравнению с ��, что может быть одним из 
факторов резистентности линии �R. 

Другим фактором, влияю�им на канцерогенный 
процесс, является воспаление. В нашем эксперименте 
хроническое введение ОАТ привело к значительному 
повышению концентрации ФНОα в крови у мышей �� 
�рис. 2��. Такой эффект наблюдался и через 1, и через 4 сут 
после окончания введения канцерогена. В отличие от ��, 
у �R уровень ФНОα не отличался от контроля �рис. 2��. 
Ранее нами было показано, что однократное введение ОАТ 
вызывает воспалительную реакцию и у ��, и у �R, но 
у мышей �� продолжительность этой реакции больше 
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�Багинская и др., 2��9��. Возможно, хроническое введение 
канцерогена по�разному влияет на эти линии� вызывает 
привыкание у резистентных мышей �R, но не снижает 
воспалительные процессы у мышей ��. 

Известно, что хроническое воспаление является фак-
тором гепатоканцерогенеза ���k���w�, �����, 2�12��, 
поэтому длительное повышение ФНОα в крови у мышей 
�� может быть е�е одной причиной их высокой чувстви-
тельности к ОАТ�индуцированному гепатоканцерогенезу. 
Воспаление, как известно, подавляет экспрессию ��� и его 
генов�мишеней ��������x �� ���., 2��2� G������������o��, 
2�1���, но в нашем эксперименте, несмотря на высокий 
уровень индукции ФНОα у мышей ��, подобных эффек-
тов не отмечалось. 

По литературным данным, было установлено, что од-
нократное введение ОАТ индуцирует экспрессию Cyp1a1 
у мышей, но однозначных различий между чувстви-
тельными и резистентными линиями не было выявлено 
�Тимофеева и др., 2���� ������ov� �� ���., 2�����. В нашем 
эксперименте через сутки после окончания введения ОАТ 
у мышей резистентной линии �R индукция экспрессии 
�y�1�1 была в 2 раза выше, чем у ��, а на 4� е сут�
ки �� в �� раз выше, несмотря на об�ее снижение этого 
показателя у обеих линий �рис. 1, а��. Это свидетельствует 
о значимых различиях в индукции �y�1�1 и, следователь-
но, в активации A��, между чувствительной и резистен-
тной линиями.

Непрерывная активация A��, как известно, стимули-
рует развитие опухолей печени ��o����k�� �� ���., 2��4��. 
Однако именно у резистентных мышей �R мы наблюдали 
значительное и длительное повышение этого рецептора. 
Возможно, что у �R были задействованы другие, чем 
у ��, гены�мишени каскада A�� и регуляторных факторов, 
связанных с ним. Известно, что активация A�� может ока-
зывать антиканцерогенное действие путем ингибирования 
пролиферации клеток и стимуляции апоптоза ����������� �� 
���., 2���� ��� �� ���., 2�1���, а также за счет модуляции вос-
палительных сигналов путем подавления экспрессии вос-
палительных цитокинов и прямого взаимодействия с R���� 
субъединицей ���κ� �T��� �� ���., 1999� Vo����, ���������, 
2��9� H�����, 2�14��. Возможно, подавление воспаления, 
вызванное активацией A��, является одним из факторов 
резистентности у �R. Другим фактором резистентности 
может быть повышение A���опосредованной индукции 
ферментов метаболизма, в результате чего происходят 
преиму�ественная детоксикация и выведение ОАТ, но 
не его активация. Такая возможность описана в работе 
Неберта с соавт. ������� �� ���., 2��4��, в которой выдвину-
то предположение о преобладании детоксификационной 
функции �y�1� ферментов у мышей. Недавние данные 
по уменьшению числа и размеров опухолей печени после 
метаболической активации ОАТ подтверждают это пред-
положение �Каледин, Ильницкая, 2�11��. Таким образом, 
наши результаты и данные литературы дают основания 
полагать, что значительная активация A�� у мышей �R по-
давляет воспаление и ускоряет выведение ОАТ, что ведет 
к повышению их резистентности к гепатоканцерогенезу. 

Мы предположили, что баланс между активностью 
сигнальных путей A�� и ��� влияет на чувствительность к 
ОАТ�индуцированному гепатоканцерогенезу. Показателем 

этого может быть оценка экспрессии мРНК �y�1�1 отно-
сительно мРНК �y�2�1� �соотношение �y�1�1/�y�2�1���. 
После введения ОАТ было отмечено значительное уве-
личение этого соотношения у обеих линий �рис. 1, в��. 
Однако у �R этот показатель был достоверно выше, чем 
у ��, причем не только в группах с введением ОАТ, но 
и в контроле �рис. 1, в��. Аналогичное соотношение было 
найдено и у интактных животных �1,�2 �� �,�� у �� против 
�,�9 �� �,92 у �R, p < �,���4��. Эти данные свидетельствуют, 
что соотношение �y�1�1/�y�2�1� может быть полезным 
для оценки чувствительности линий мышей к ОАТ�инду-
цированному гепатоканцерогенезу.

На основании полученных результатов можно пред-
положить, что преобладание сигнального пути A�� над 
сигнальным путем ��� определяет резистентность к ОАТ�
индуцированному гепатоканцерогенезу и что данный ме-
ханизм опосредуется через регулирование интенсивности 
воспаления и скорость метаболизма ОАТ. 
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Моделирование патологий и экспериментальная терапия
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Human carcinoma a431 cells were subcutaneously 
injected into nude mice at �oints remote from each 
other. one of the two xenografts develo�ed afterwards 
was used for treatment with a recombinant vaccinia 
virus�� while another served as an artificial metastasis. 
we used the attenuated recombinant vaccinia virus 
(VacV� VVdGf-GfP2 of the l-iVP strain (GenBan� 
accession number KP233�0���� with deletion of two 
virulence genes�� the virus growth factor and thymidine 
�inase�� with the gene for the green fluorescent 
�rotein (GfP2� inserted in an area of the latter. 
Treatments was �erformed by a single intratumoral 
injection of the recombinant VacV at a dose 
of 10� PfU/mouse. VacV was detected in cells of 
the artificial metastasis as early as two days following 
infection�� and after � days virus concentrations were 
com�arable with those in the infected tumor (~ 109 
PfU/ml�. Electron microsco�y revealed selective 
re�lication of the recombinant in tumor cells. 
Targeted accumulation of GfP2 in both tumor and 
metastasis was shown in the UV-images of the mice 
obtained using the in- vivo Multis�ectral imaging 
System (Bru�er�� Germany�. com�lete destruction 
of the tumor was registered after 12 days�� and that 
of metastasis�� after 20 days �ost injection of VVdGf-
GfP2. The destruction �rocess was accom�anied by 
�ronounced edema and leu�ocyte infiltration of tumor 
tissue. The recombinant virus induced a significant 
reduction in the sizes of the tumor and metastasis�� 

�ышам линии nude подкожно прививали клетки карциномы 
�еловека �431 в двух удаленных друг от друга то�ках. Один 
из двух сформировавшихся ксенографтов испол��зовали для 
ле�ения реком�инантным вирусом осповакцины�� а второй 
служил искусственным метастазом. В ра�оте испол��зовали 
аттенуированный реком�инантный вирус осповакцины (ВОВ� 
VVdGf-GfP2�� штамм л-ИВ� (GenBan� accession number KP233�0���� 
с делециями двух генов вирулентности – вирусного ростового 
фактора и тимидинкиназы�� в район которой �ыл встроен ген 
зеленого фл�оресцентного �елка GfP2. ле�ение проводили 
путем однократного введения внутр�� опухоли реком�инантного 
ВОВ в дозе 10� БОе/мыш��. Вирус о�наруживался в клетках искус-
ственного метастаза уже �ерез двое суток после инфицирования�� 
а �ерез � сут достигал концентраций�� сравнимых с инфицирован-
ной опухол��� (~ 109 БОе/мл�. ул��траструктурное исследование 
показало из�ирател��ное размножение реком�инантного вируса 
в опухолевых клетках. �дресное накопление GfP2 в узлах  
опухоли и метастаза продемонстрировано на уФО-изо�раже-
ниях мышей�� полу�енных с испол��зованием in-vivo Multis�ectral 
imaging System (Bru�er�� Германия�. �олная деструкция ткани 
опухоли регистрировалас�� �ерез 12 сут�� а метастаза – �ерез 
20 сут после инъекции VVdGf-GfP2. В о�оих слу�аях деструкция 
сопровождалас�� выраженным отеком и лейкоцитарной инфил��-
трацией ксенографтов. Реком�инантный вирус индуцировал 
зна�имое умен��шение размеров опухоли и метастаза�� к окон�а-
ни� эксперимента (35-е сут� размер ксенографтов контрол��ных 
мышей в 10 раз превышал аналоги�ный параметр ле�енных 
(5 000 против 500 мм3�. �роведенное исследование показывает�� 
�то аттенуированный ВОВ даже при локал��ном перифери�еском 
спосо�е введения не тол��ко спосо�ен разрушат�� ткан�� 
перви�ного опухолевого узла�� но и о�ладает от�етливым 
антиметастати�еским действием. 

��л��евые слова�� реком�инантный вирус осповакцины; карцинома 
�еловека �431; ксенографт; модел��ный метастаз; онколити�еская 
активност��.
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by the end of the ex�eriment (35 days� the xenografts 
in the control mice were 10 times larger than those in 
the treated mice (5 000 vs. 500 mm3�. our study showed 
that the attenuated VacV administered by the �eri�heral 
route not only is able to destroy the �rimary tumor�� but 
also has a distinct antimetastatic action.

Key words�� recombinant vaccinia virus; human carcinoma 
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Вирус осповакцины �ВОВ�� в настоя�ее время широ-
ко используется для создания противоопухолевых 
препаратов �Кочнева и др., 2�12��. Это объясняется, 

прежде всего, его природными онколитическими и им-
муногенными свойствами, безопасностью для человека 
и возможностью модификации генома, а также способ-
ностью системно распространяться по организму и накап-
ливаться в клетках модельных опухолей ���������� �� ���., 
2�12��. Для предотвра�ения возможных осложнений у им-
мунодефицитных больных в онкотерапии используются 
аттенуированные штаммы ВОВ. Показано, что элимина-
ция генов тимидинкиназы �tk�� и ростового фактора �VGF �� 
v���� ��ow�� ����o��� ВОВ приводит к практически полному 
отсутствию репликации вируса в неделя�ихся клетках 
������� �� ���., 2��7��, при этом эффективность разрушения 
раковых клеток такими двойными мутантами �VV���� 
не отличается от исходного штамма �T�o��� �� ���., 2��7��. 

В то же время аттенуация снижает способность штам-
мов ВОВ к диссеминации по организму, и даже штаммы 
высокопатогенных для своих хозяев ортопоксвирусов, 
таких как вирус оспы мышей �����o��������, дефектные по 
тимидинкиназе, репродуцируются и выявляются только 
в месте введения �Ko����v� �� ���., 1994��. Тем не менее 
дефектные по тимидинкиназе мутанты ВОВ при внутри-
венном введении способны достигать опухолей человека 
и размножаться в них �T�o��� �� ���., 2��7��. Однако коли-
чество вируса, попадаемое в опухоль при внутривенном 
введении, очень мало, и требуется достаточно много вре-
мени, для того чтобы проявился онколитический эффект 
�W������ �� ���., 2�11��, а также введение высоких доз вируса 
���������� �� ���., 2�11��. Кроме того, было показано, что не-
гативный по тимидинкиназе вирус осповакцины способен 
инфицировать клетки эндотелия сосудов и эффективно 
разрушать васкуляризацию опухоли ���������� �� ���., 2�1���. 
Механизм такого разрушения до конца не выяснен, поэто-
му су�ествует вероятность повреждения сосудов в других 
органах и тканях организма, а внутривенное введение 
больших доз вируса осповакцины может негативно ска-
зываться на организме в процессе лечения. 

Эффективность внутриопухолевого введения аттену-
ированных вариантов ВОВ была показана на широком 
наборе опухолей человека �H����� �� ���., 2�12��, однако 
антиметастатический эффект при таком способе введе-

ния изучен недостаточно. В данной работе предложена 
модель искусственного метастазирования эпидермоидной 
карциномы человека А4�1 в виде двух подкожных ксе-
нографтов, привитых одной и той же мыши линии ����. 
Структура ксенографтов карциномы А4�1 была нами 
изучена ранее �Юнусова и др., 2�14��. Показано, что ксе-
нографты �опухолевые узлы�� карциномы А4�1 окружены 
соединительнотканной капсулой, которая обеспечивает 
неинвазивность опухоли в организме мышей. Для оценки 
онколитической активности был сконструирован двойной 
рекомбинантный вариант ВОВ �VV�G��G��2�� с делеци-
ями VGF�гена �фенотип VG�-�� и tk�гена �фенотип ТК-��. 
В район делеции tk�гена дополнительно введен репортер-
ный ген, экспрессирую�ий зеленый флюоресцентный 
белок G��2 �фенотип G��+��. Вирус вводили интратумо-
рально только в один ксенографт карциномы А4�1, второй 
же использовали в качестве искусственного метастаза. 

Цель исследования заключалась в оценке диссеминации 
аттенуированного вируса осповакцины VV�G��G��2 
с фенотипом VG�-ТК-/G��+ в органы ���� мышей и дина-
мики его накопления в опухоли и модельном метастазе на 
основе ксенографтов эпидермоидной карциномы А4�1. 

Материалы и методы
Клетки почки африканской зеленой мартышки �V�1, 
дефектные по тимидинкиназе фибробласты эмбриона 
крысы R��2 TK-, и клетки эпидермоидной карциномы 
человека А4�1 выра�ивали на среде ДМЕМ ����v���o����� 
� добавлением 1� %�й эмбриональной телячьей сыворотки 
�Hy���o����.

Вирус осповакцины со встройкой гена улучшенного 
варианта зеленого флюоресцентного белка G��2 в струк-
турной части tk�гена получали методом гомологичной 
рекомбинации между ДНК ВОВ штамма VV�G�2/� с де-
лецией гена С11R �Кочнева и др., 2�1��� и плазмидной ДНК 
�XJ��.2�G��2 в цитоплазме клеток �V�1 и последую�ей 
селекции рекомбинантов в клетках R��2 ТК- с добавле-
нием в культуральную среду бромдезоксиуридина по 
методике, описанной ранее �Ko����v� �� ���., 1994��. Транс-
фекцию плазмидной ДНК проводили с использованием 
набора L��o���������™ с реагентом ����� �L��� T����o��o�y�� 
и культуральной среды O�����E� ����v���o�����. Для кон�
струирования плазмиды �XJ��.2�G��2 первоначально 
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была создана плазмида �XJ��.2, которая обеспечивает 
встройку трансгенов в район tk�гена вируса за счет нали-
чия в ней фрагмента ДНК ВОВ, соответствую�его пози-
циям нуклеотидов 8��82�81277 депонированного нами 
в G�����k штамма Л�ИВП �A������o� ������ K�2��8�7��, 
разделенного на левый ��9� п. н., позиции 8��82��81277�� 
и правый �9�� п. н., позиции 81��7��822�1�� фланки с де-
лецией �� п. н. в центре tk�гена, в район которой введены 
природный промотор ВОВ р7.�К �27� п. н.�� ��o����� �� 
���., 198��� и полилинкер H����������E�oR�� из плазмиды ���19 
�G�����k �������o� ������ �77789.2�� для встройкиG�����k �������o� ������ �77789.2�� для встройки для встройки 
трансгенов. Ген. Ген GFP2 был выделен из коммерческой плаз-
миды �T��G��2�� �Ev�o����� и перенесен в полилинкер 
�XJ��.2 с получением плазмиды �XJ��.2�G��2. Структу-
ра плазмиды подтверждена секвенированием.

Клонирование рекомбинантов проводили методом 
бляшек на монослое клеток �V�1 под твердым агаровым 
покрытием. Материал каждой изолированной бляшки по-
ме�али в пенициллиновые флаконы с монослоем клеток 
�V�1 и подра�ивали до образования ЦПЭ. Затем флаконы 
трижды замораживали/оттаивали, из 1�� мкл криолизата 
выделяли ДНК с использованием набора ДНК�сорб�В 
�ИнтерЛабСервис�� и анализировали методом ПЦР. Для 
скрининга рекомбинантов со встройкой гена GFP2 была 
рассчитана и синтезирована пара праймеров� 

TKVV����� 2� п. н. �′ �������������������� �′
TK2 ��������� ��������� 2� п.н. �′ �������������������� �′.2� п.н. �′ �������������������� �′.п.н. �′ �������������������� �′.. н. �′ �������������������� �′. н. �′ �������������������� �′.. �′ �������������������� �′.′ �������������������� �′. �������������������� �′.′.

Условия проведения ПЦР� 94 ° �� 2 мин �� 1 цикл, 94 ° �� 1� с, 
�8 ° �� �� с �� 29 циклов, 72 ° �� 2,� мин, 72 ° �� 1 цикл.

Праймер TKVV�����TKVV����� расположен на вирусном геноме 
слева от фланкирую�ей последовательности плазмиды 
�XJ��.2�G���� и �привязывает� встройку гена GFP2 
непосредственно к вирусной ДНК. Праймер TK2 ���������TK2 ���������2 ������������������ 
��������� лежит внутри правого фланкирую�его фрагмен� лежит внутри правого фланкирую�его фрагмен-
та вирусного генома, который является об�им для плазми-
ды �XJ��.2�G��2 и вирусной ДНК. С использованием вы-
шеуказанных праймеров с ДНК рекомбинантного вируса 
амплифицируется фрагмент размером 19�2 п. н., а с ДНК 
исходного штамма VV�G�2/� �� фрагмент 71� п. н.

Отобранный рекомбинантный вариант VV�G��G��2 
дважды реклонировали, чтобы очистить от возможных 
следовых примесей родительского вируса, и секвенирова-
ли район рекомбинации для подтверждения правильности 
структуры. Для оценки экспрессии гена GFP2 монослой 
клеток �V�1 инфицировали рекомбинантным вирусом, ин-
кубировали 48 ч, отмывали фосфатно�солевым буфером, 
фиксировали изо�пропанолом. Сканирование бляшек про-
водили с помо�ью микроскопа �Ax�ov���� 4� ��L �E���� 
с использованием люминесцентных светофильтров �9 
�широкополосный для зеленой люминесценции��. Далее 
вирус с подтвержденной структурой и экспрессией гена 
GFP2 нарабатывали на клетках �V�1 и очи�али центри-
фугированием в градиенте плотности сахарозы �2���4� %��. 
Титр вируса определяли методом бляшек на монослое 
клеток �V�1, окрашенном фиксирую�им раствором 
кристаллического фиолетового �2 г/л кристаллический 
фиолетовый, �� мл/л формальдегид, 1�� мл/л этанол, 
вода��. Очи�енный рекомбинантный штамм ВОВ VV�G��
G��2 с титром 1�9 БОЕ/мл хранили до использования 
в расфасованном виде при ��8� °С.

Мыши линии ���� получены из филиала Института 
биоорганической химии имени академиков М.М. Шемяки-
на и Ю.А. Овчинникова НПП �Питомника лабораторных 
животных� �Московская область, г. Пу�ино��. При выпол-
нении исследований соблюдали �П�авила п�оведения 
�абот с и�пользованием экспе�иментальных животных� 
�Приложение к приказу МЗ СССР от 12.�8.1977 г. № 7����. 
Животных содержали в боксированных поме�ениях с до-
полнительной фильтрацией и стерилизацией воздуха. 

В работе использовали самок в возрасте ���8 нед, весом 
14��18 г. Суспензию клеток карциномы человека А4�1 
�� × 1�� клеток/мышь в 1�� мкл �,9 % ������� вводили 
подкожно в правый и левый бочок мыши, ближе к бедру. 
Время формирования опухолей �ксенографтов�� составляло 
1���12 дней. �Лечение� начинали, когда объем опухолей 
достигал 1����1�� мм�. Вирус вводили интратуморально 
в опухоль на левом бочке в дозе 1�7 БОЕ/мышь в 1�� мкл 
�,9 %�го �����. [В статье термин �опухоль� будет исполь-
зован для обозначения инфицированного ксенографта, 
а неинфицированный ксенографт будет обозначаться 
термином �метастаз�.] Мышам контрольной группы 
в опухоль вводили 1�� мкл �,9 %�го �����. Мониторинг 
состояния мышей осу�ествляли 2 раза в неделю, объем 
опухоли рассчитывали по формуле L × W2 × �,� �Y� �� ���., 
2��9��. Об�ий период наблюдения составил �� дней от 
начала �лечения�. Двух мышей опытной группы через 
12 дней после введения вируса анализировали в ����V�vo 
��������������� �������� �y���� ����k��, Германия��. Для ана-
лиза мышей усыпляли введением ксилазина �2� мг/кг в/м��, 
затем делали рентгеновские снимки в разных позициях, 
с которыми совме�али УФО�изображения с использова-
нием ПО �� �X �RO.

В период со вторых по ���е сут каждые 2��� сут умер�-
вляли по две мыши и забирали образцы инфицированной 
опухоли и метастаза, селезенку, печень, легкие, почки 
и кровь. 1� %�е гомогенаты органов и тканей �v/v�� готови-
ли в �,9 %�м растворе ���L, обрабатывали ультразвуком, 
центрифугировали и титровали методом бляшек на моно-
слое клеток �V�1. Для микроскопического исследования 
использовали ксенографты, иссеченные в период � 4�х по 
���е сут после введения вируса.

Образцы для световой микроскопии обезвоживали 
стандартным методом с использованием гистологического 
автомата ��k��� T������T�k ���� ���k���, Япония�� и заливали 
в парафин. Сагиттальные срезы ����4 мкм�� опухоли и ме-
тастаза окрашивали гематоксилин�эозином, или по методу 
пикро�Маллори �использовали готовый набор, ��o�O�����, 
Италия��, затем заключали в среду ��o �o��� ���o�O�����, 
Италия��. Парафиновые срезы анализировали в световом 
микроскопе L���� �� 2��� с цифровой камерой L���� 
���42�� �L����, Германия��.

Для электронной микроскопии фиксированные в 4 %� м 
параформальдегиде ксенографты нарезали полосками 
тол�иной 1��2 мм и постфиксировали в 1 %�м растворе 
четырехокиси осмия �����, США��, обезвоживали стан-
дартным методом и заливали в смесь эпон�аралдит �����, 
США��. С блоков изготавливали полутонкие срезы, кото-
рые окрашивали Азуром 2, просматривали в световом 
микроскопе L���� �� 2��� �Лейка, Германия�� и выбирали 
участки для прицельной заточки пирамид. С заточенных 
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пирамид на ультратоме L���� E� ��7 
изготавливали ультратонкие срезы, 
которые контрастировали растворами 
цитрата свинца и уранилацетата �����, 
США��. Ультратонкие срезы изучали 
в электронном микроскопе JE� 
1 4�� �Джеол, Япония��. Фотосъемку 
производили с помо�ью цифровой 
камеры бокового ввода V������ �����, 
Германия��. 

Результаты
Поскольку ВОВ является инфекци-
онным для человека, в ряде случаев 
после вакцинации, проводимой 
в качестве профилактической меры 
по борьбе с натуральной оспой, у вак�
цинированных людей наблюдались 
серьезные осложнения �Маренни-
кова, Щелкунов, 1998��. Риск для 
здоровья человека или животных, 
связанный с применением данного 
вируса в качестве лекарственного 
препарата, может быть снижен при 
использовании высокоаттенуирован-
ного �ослабленного�� штамма вируса 
осповакцины. Такой высокоаттенуи-
рованный штамм VV�G��G��2 был 
сконструирован нами в данной рабо-
те. VV�G��G��2 представляет собой 
двойной рекомбинантный вариант 
ВОВ, российский штамм Л�ИВП, 
с делециями двух генов факторов 
вирулентности �� VGF и tk. В район 
делеции tk�гена дополнительно был 
введен репортерный ген, экспресси-
рую�ий зеленый флюоресцентный 
белок G��2.

Для оценки антиметастатической 
активности VV�G��G��2 при пе-
риферическом интратуморальном 
способе введения мы использовали 
пары удаленных друг от друга ксено�
графтов эпидермоидной карциномы 
человека А4�1, трансплантирован-
ные подкожно мышам линии ����. 
При таком способе трансплантации 
карцинома А4�1 развивается только в 
месте прививки у мышей и при введе-
нии вируса в один ксенографт ��опу-
холь���, второй можно рассматривать 
как �метастаз� и использовать для 
оценки адресности распространения 
и онколитической активности вируса. 
На рис. 1 представлена динамика на-
копления рекомбинантного вируса в 
органах и тканях мышей. Как следует 
из этого рисунка, вирус регистриру-
ется в крови уже через 24 ч после 
инфицирования, а через двое суток он 

выявляется в неинфицированном метастазе. Вирус также обнаруживается в се-
лезенке, легких, печени и почках через 2��12 сут после инфицирования, однако 
к 14�м сут вирус регистрируется только в ксенографтах А4�1 и сохраняется 
там до �� сут �период наблюдения��. �ерез двое суток после инфицирования 
вирус в небольшом титре �1�2 БОЕ/ мл�� также выявляется в крови, куда он, 
по�видимому, проникает вследствие повреждения тканей при уколе. 

Наличие вируса в крови практически сразу после введения указывает на 
возможность его системного распространения по организму мыши, о чем 
свидетельствует и динамика накопления вируса в органах мышей, включая 
неинфицированный ксенографт А4�1. Вторичной вирусемии не наблюдается 
в течение всего периода исследования ��� дн.��, что, очевидно, связано с низ-
ким уровнем репликации аттенуированного штамма VV�G��G��2 и быстрым 
клиренсом вируса из органов мышей, а также � его строгой внутриопухолевой 
локализацией �рис. 2��. 

Как следует из рис. 2, через 12 сут после инфицирования интенсивная 
флюоресценция наблюдается как в районе опухоли �рис. 2, а��, так и метаста-
за �рис. 2, б��. На рис. 2, а видно также небольшое свечение в районе легких 
мышей, что согласуется с данными рис. 1. �ерез 12 сут после инфицирования 
вирус регистрируется в легких в концентрации 1�� БОЕ/мл 1� %�го гомогената 
органа, однако в дальнейшем накопления вируса не происходит, и через 1� сут 
он в легких не обнаруживается.

Исследование ультратонких срезов выявило репродукцию вируса в опу-
холевых клетках как инфицированных опухолей, так и неинфицированных 
метастазов �рис. �, а, б��. Рекомбинантный вирус VV�G��G��2 имеет типичные 
для ВОВ морфологические признаки репродукции� в цитоплазме инфициро-
ванных клеток регистрируются зернистая вироплазма, скопления незрелых 
вирусных частиц округлой формы и зрелых вирусных частиц овальной формы 
�рис. �, в��. На ультратонких срезах опухолей, иссеченных через 4 сут после 
инфицирования, отмечаются активная репродукция вируса и большое количе�
ство вирусных частиц в цитоплазме клеток, а также в межклеточном ве�естве 
и среди детрита. В то же время на ультратонких срезах метастазов морфоло-
гические признаки репродукции вируса регистрируются лишь через 12 сут 
после инфицирования. Некоторое расхождение с результатами биотитрования 
вируса, очевидно, обусловлено меньшей чувствительностью метода ультратон-
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рис. 1. Динамика накопления реком�инантного штамма VVdGf-GfP2 в опухоли�� метастазе�� 
крови и органах мышей линии nude при интратуморал��ном введении. 
Нижняя линия – предел �увствител��ности метода (около 10 БОе/мл�. Стандартное отклонение 
расс�итывали для p < 0��05.
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ких срезов. Рекомбинантный вирус 
VV�G��G��2 размножается только 
в опухолевых клетках. Морфологиче�
ских признаков репродукции вируса 
в клетках стромы ксенографтов �фиб�
робласты, эндотелиоциты�� не выявле-
но. На рис. � представлен фрагмент 
эндотелиоцита инфицированной 
опухоли, морфологические признаки 
инфекции в нем отсутствуют. 

Результаты измерения объема опу�
холи и метастаза, представленные на 
рис. 4, показывают, что вирус VV�G��
G��2 вызывает значимое уменьшение 
размеров опухоли и метастаза, начи-
ная с 2��х сут после инфицирования 
в сравнении с контролем. При этом 
динамика роста опухоли и метастаза 
несколько различается. Так, опухоль 
после небольшого увеличения в тече-
ние 7 сут стабилизируется в объеме 
на протяжении остального периода 
наблюдения ��� сут��, в то время как 
метастаз продолжает увеличиваться 
до 17 сут, после чего отмечается 
уменьшение объема. К ���м сут раз-
личия в динамике роста опухоли и 
метастаза практически нивелируют-
ся. Контрольная опухоль, в которую 
вводили �,9 %�й �����, и соответ�
ствую�ий метастаз увеличивались 
в размере в течение всего периода 
наблюдения. 

Светооптическое исследование 
ксенографтов, иссеченных в дина-
мике эксперимента, показало, что 
введение рекомбинантного вируса 
VV�G��G��2 в один из них приво-
дит к деструкции опухолевой ткани 
как в опухоли, так и в метастазе. 
Деструкция в опухоли происходит 
постепенно, в каждой последую�ей 
точке наблюдения, начиная с 4�х сут, 
на парафиновых срезах отмечают-
ся увеличение очага деструкции 
и уменьшение участков визуально не-
поврежденной ткани. Деструктивные 
изменения опухолевой ткани в мета-
стазах отмечаются через � сут после 
введения вируса, тогда как через 4 сут 
явных морфологических изменений 
не наблюдалось. Полная деструкция 
ткани опухоли регистрируется через 
12 сут, а метастаза �� через 2� сут 
после инъекции рекомбинантного ви-
руса VV�G��G��2� на парафиновых 
срезах опухолей, иссеченных в этот 
период времени и позднее, отсутству-
ют опухолевые клетки, сохраняю�ие 
целостность. Таким образом, по срав-

рис. 2. уФО-изо�ражения мышей�� полу�енные с испол��зованием in-vivo Multis�ectral 
imaging System (Bru�er�� Германия��� �ерез 12 сут после инфицирования. 
а – инфицированные вирусом VVdGf-GfP2 опухоли; б – неинфицированные метастазы.

а б

рис. 3. Репродукция вируса в клетках опухоли (карцинома �431� (а� и метастаза (б�� в��� 
иссе�енных �ерез 4 и 12 сут после интратуморал��ной инъекции вируса соответственно; 
г – эндотелиоцит �ез признаков репродукции ВОВ. 
1 – зрелые вирусные �астицы�� 2 – незрелые. ул��тратонкие срезы.
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нению с опухолями, деструкция опухолевых клеток в метастазах происходит 
с некоторым временным сдвигом, что, очевидно, обусловлено более поздним 
попаданием вируса в ксенографт и меньшим его количеством. 

Морфологические характеристики деструкции опухолевых узлов карци-
номы А4�1 при репродукции рекомбинантного вируса VV�G��G��2 анало-
гичны описанным нами ранее при введении штамма Л�ИВП ВОВ �Ko����v� 
�� ���., 2�14��, но имеют ряд особенностей� выражен отек разрушенной ткани, 
детрит имеет преиму�ественно ячеистую структуру, в нем часто встречаются 
полости, что свидетельствует о накоплении жидкости в разрушенной ткани 
ксенографтов �рис. �, а��, стенки некоторых кровеносных сосудов расслаива-
ются, лейкоциты �в основном нейтрофилы�� регистрируются между слоями в 
стенке сосудов и в перваскулярной ткани, в детрите встречаются отдельные 
небольшие скопления лейкоцитов �рис. �, б��.

Таким образом, однократное интратуморальное введение рекомбинантного 
вируса VV�G��G��2 приводит к деструкции и опухоли, и метастаза. Ско-
рость деструкции опухолевой ткани при репродукции этого вируса заметно 
меньше, чем в случае штаммов Л�ИВП и VV�G��A�o24�/2 �Ko����v� �� ���., 
2�14��. Так, полная деструкция опухоли отмечается через 8 сут после введе-
ния 1�7 БОЕ/мышь штамма VV�G��A�o24�/2 или Л�ИВП, тогда как после 
введения той же дозы вируса VV�G��G��2 полная деструкция наблюдается 
через 12 сут. Различия, очевидно, связаны с большей аттенуацией вируса 
VV�G��G��2 в сравнении со штаммом VV�G��A�o24�/2, который имеет 
делецию только одного гена VGF. Морфологические параметры деструкции 
ксенографтов после введения рекомбинантного вируса VV�G��G��2 су�е�
ственно не отличаются от таковых после введения рекомбинантного штамма 
VV�G��A�o24�/2 или исходного штамма Л�ИВП. Характерными признаками 
являются более выраженные отек и лейкоцитарная инфильтрация разрушенной 
опухолевой ткани. 

Обсуждение
Для оценки онколитической активности в работе был сконструирован ре�
комбинантный вирус VV�G��G��2, штамм ВОВ Л�ИВП �G�����k K�2��8�7��, 
с делецией VGF и tk�генов �фенотип TK-VG�-��. Известно, что удаление именно 
этих генов способствует значительной аттенуации вируса и усилению адрес-
ности его онколитической активности ������� �� ���., 2��7��. Для визуализации 
накопления вируса в клетках опухолевого узла и метастаза в tk�ген двойного 
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рис. 5. Осо�енности деструкции опухоле-
вой ткани ксенографтов карциномы �431. 
а – кровеносный сосуд со слоистой стенкой�� 
1 – просвет сосуда�� 2 – полост�� в детрите; 
б – выход лейкоцитов из кровеносного русла. 
Окраска по методу пикро-�аллори. 

делеционного варианта Л�ИВП был 
введен репортерный ген зеленого 
флюоресцентного белка G��2 �фе-
нотип G��+��, который обеспечивал 
свечение инфицированных клеток 
под микроскопом �Ax�ov���� 4� ��L 
�E���� с использованием люминес-
центных светофильтров �in vitro�� и в 
����V�vo ��������������� �������� �y���� 
����k���� �in vivo��. 

Онколитическую активность виру-
са изучали на модели двух удаленных 
друг от друга ксенографтов эпидер-
моидной карциномы человека А4�1, 
трансплантированных подкожно 
мышам линии ����. Вирус вводили 
однократно интратуморально в один 
из ксенографтов, который модели-
ровал первичный опухолевый узел. 
Второй ксенографт карциномы А4�1 
моделировал метастаз.

Проведенные эксперименты пока-
зали, что при внутриопухолевом пери-
ферическом введении TK- G��+VG�- 
вирус в первые же сутки, возможно, 
вследствие механического поврежде-
ния капсулы опухоли и прилежа�их 

100 мкм

50 мкм



�одел�� исскуственного метастазирования для иссле-
дования онколити�еских свойств вируса осповакцины

Г.В. ��о�нева�� �.�. Гражданцева�� Г.Ф. Сиволо�ова … 
�.Ю. Юнусова�� е.И. Ря��икова�� С.В. Нетесов

тканей, выходит в кровь и инфицирует удаленный опухо-
левый узел �метастаз��, а также селезенку и легкие. На 4�
е сут и далее на протяжении всего исследованного периода 
вирус в крови не регистрируется, что свидетельствует об 
отсутствии вторичной виремии. В этот же период вирус 
начинает регистрироваться в почках и печени, однако 
на 14�е сут после инфицирования TK-G��+VG�- вирус 
выявляется только в опухоли и метастазе. 

Рекомбинантный вирус VV�G��G��2 обладает высокой 
репродуктивной активностью в опухолевых клетках А4�1, 
которая в этом случае не отличается от таковой исход-
ного штамма Л�ИВП �Ko����v� �� ���., 2�14��. Важно, что 
этот вирус способен очень быстро, уже на 2�е сут после 
введения, достигать отдаленные от первичного места 
введения опухолевые узлы �метастазы��, инфицировать их 
и локально реплицироваться в них до высоких концент-
раций �1�9 БОЕ/мл на 8�е сут��, разрушая при этом клетки 
опухоли, как следует из данных микроскопического ана-
лиза. Морфологических признаков репродукции вируса 
в клетках стромы ксенографтов не выявлено. Строгая 
внутриопухолевая локализация вируса подтверждается 
также анализом мышей в ����V�vo ��������������� �������� 
�y����, в котором выявлено интенсивное свечение, ин-
дуцированное экспрессируемым в составе вируса G��2, 
в районе опухоли и метастаза.

Полная деструкция ткани опухоли регистрировалась 
через 12 сут, а метастаза �� через 2� сут после инъекции 
VV�G��G��2. В обоих случаях деструкция сопровожда-
лась выраженным отеком и лейкоцитарной инфильтра-
цией ксенографтов. Рекомбинантный вирус индуцировал 
значимое уменьшение размеров опухоли и метастаза� 
к окончанию эксперимента ����е сут�� размер ксенограф-
тов контрольных мышей в 1� раз превышал аналогичный 
параметр леченных �� ��� против ��� мм���. 

Таким образом, на примере рекомбинантного штамма 
VV�G��G��2 и двух модельных ксенографтов карциномы 
человека А4�1, привитых мышам линии ����, мы показа-
ли, что аттенуированный ВОВ даже при однократном ло-
кальном введении не только способен адресно разрушать 
ткань первичного опухолевого узла, но также обладает 
отчетливым антиметастатическим действием, что под-
тверждает его высокую онколитическую активность. 
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at �resent�� there is no animal model for small�ox 
that reflects the wea�ened immune system in �eo�le 
and can therefore hel� assess the �ro�hylactic 
(highly �reventive� efficiency of antiviral drugs. 
To fill in the ga��� we have ex�lored the �ossibility 
of using outbred immunodeficient SciD mice as 
a model animal for small�ox with the aid of virolo-
gical�� histological and electron microsco�ic and sta-
tistical methods. There was no clinical evidence 
of disease by intranasal infection of mice at a dose 
of 5��2 log10 PfU (�laque forming units�. at the same 
time�� the 50 % infective dose (iD50� of VarV estimated 
for animals by registering the �resence of the virus 
in their lungs after 4 days �ost i.n. infection was 
3��5 log10 PfU and was relatively similar to that 
in humans�� theoretically determined by identification 
of the clinical �icture of the disease. Virus re�lication 
was detected only in the res�iratory organs of mice�� 
i.n. challenged with VarV at a dose of 5��2 log10 PfU 
(50 iD50�. The values for its concentrations in the lungs 
and nose resembled those for affected �eo�le and 
well-�nown animal models (Macaca cynomolgus 
and icr mice��� res�iratory infected with VarV 
at similar doses. The existing model animals were not 
significantly different from SciD mice in the duration 
of viral �resence in the lungs. Moreover�� in SciD 
mice�� as in humans and other animal models�� similar 
�athomor�hological changes in the res�iratory organs 
of inflammatory necrotic nature have been re�orted. 
Using SciD mice in assessing the �ro�hylactic 
efficacy of the antiviral drugs niocH-14 and ST-246 
demonstrated the adequacy of the results obtained 
to those described in the literature. This o�ens u� 

�ри профилактике и ле�ении многих инфекционных за�олеваний 
нео�ходимо принимат�� во внимание осла�ление иммунной 
системы пациентов. �оэтому возникает потре�ност�� в модели-
ровании инфекций�� в �астности натурал��ной оспы�� на иммуно-
дефицитных организмах. Для решения данной зада�и исследована 
возможност�� испол��зования аут�редных мышей иммуно-
дефицитной линии SciD в ка�естве модел��ного о�ъекта. �ри 
интраназал��ном заражении вирусом натурал��ной оспы (ВНО� этих 
мышей в дозе 5��2 log10 БОе (�ляшкоо�разу�щая единица� не �ыло 
о�наружено клини�еских признаков за�олевания. �ри этом 50 %- я 
инфициру�щая доза (ИД50� ВНО для животных�� оцениваемая 
по регистрации нали�ия вируса в их легких �ерез 4 сут после 
заражения�� �ыла равна 3��5 log10 БОе и �ыла относител��но 
�лизка к таковой у �еловека�� теорети�ески определенной 
путем выявления клини�еской картины за�олевания. у мышей�� 
интраназал��но зараженных дозой 5��2 log10 БОе (50 ИД50� ВНО�� 
�ыло о�наружено размножение вируса тол��ко в органах 
респираторного тракта. Вели�ины его концентраций в легких 
и носу напоминали таковые у �ол��ных л�дей и известных 
модел��ных животных (Macaca cynomolgus и мыш�� icr��� респира-
торно инфицированных �лизкими дозами ВНО. �ри�ем 
существу�щие модел��ные животные зна�имо не отли�алис�� 
от мышей SciD по длител��ности присутствия вируса в легких. 
у мышей SciD�� как и у �еловека и других модел��ных животных�� 
�ыли зарегистрированы сходные патоморфологи�еские 
изменения в органах респираторного тракта воспалител��но-
некроти�еского характера. Испол��зование мышей SciD при 
оценке профилакти�еской эффективности препаратов НИОХ- 14 
и ST-246 продемонстрировало адекватност�� полу�енных 
резул��татов таковым�� описанным в нау�ной литературе. Данное 
о�стоятел��ство открывает перспективу применения мышей линии 
SciD в ка�естве экспериментал��ных о�ъектов для моделирования 
натурал��ной оспы с цел��� разра�отки противовирусных 
препаратов�� предназна�енных для л�дей с выраженными 
иммунодепрессивными состояниями.  

��л��евые слова�� вирус натурал��ной оспы; мыш�� SciD; 
модел��ное животное; интраназал��ное инфицирование; 50 %-я 
инфициру�щая доза; диссеминация вируса; патоморфологи�еское 
изменение; профилакти�еская эффективност��.
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the �ros�ect of using SciD mice as an animal model 
for small�ox to develo� antiviral drugs intended 
for �eo�le with severe immunosu��ressive states.
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К настоя�ему времени подобрано два вида модельных 
для натуральной оспы животных �� M. �yno�olgus 
�J�������� �� ���., 2��4�� и мышь аутбредной линии 

���R �Сергеев и др., 2�14�� �� с целью оценки эффектив-
ности противовирусных препаратов. Однако обезьяны 
являются крайне дорогостоя�ими и их применение 
в вирусологических экспериментах сопряжено с большой 
трудоемкостью. Результаты же оценки эффективности ле-
чебно�профилактических препаратов против натуральной 
оспы в экспериментах на макаках циномолгус и мышах 
популяции ���R применимы только для людей с нормаль-
но функционирую�ей иммунной системой. Некоторые 
су�ествую�ие и разрабатываемые противооспенные 
препараты, например, из числа живых оспенных вакцин 
��������kov�, �������k��ov, 2�����, могут создавать опре-
деленную угрозу для жизни человека, имею�его патоло-
гические изменения в органах, формирую�их иммунитет, 
и проявлять при этом эффективность, отличаю�уюся от 
таковой у людей, не имею�их данной патологии. Причем 
с каждым годом число людей с подавленной функцией 
иммунной системы только растет. 

С целью изучения активности противооспенных пре-
паратов мы обратили внимание на поиск модельного жи-
вотного для натуральной оспы из числа аутбредных линий 
мышей, с одной стороны, обладаю�их комбинированным 
иммунодефицитом, затрагиваю�им Т� и ��лимфоциты 
и иммуноглобулины, а с другой стороны, не имею�их 
изменений в клетках системы мононуклеарных фагоцитов 
�макрофагах��, что крайне важно при проведении исследо-
ваний с ортопоксвирусами �включая вирус натуральной 
оспы, ВНО��, для которых основной клеткой�мишенью 
является макрофаг. Кроме того, аутбредные мыши в боль-
шей степени, чем инбредные, отражают действительное 
физиологическое состояние человеческой популяции, 
которая является далеко не инбредной �межсемейное, 
межнациональное и межрассовое скре�ивание��.

Целью настоя�их исследований явилось изучение воз-
можности использования мышей линии �����, обладаю-
�их тяжелым комбинированным иммунодефицитом, в ка-
честве модельных животных для натуральной оспы при 
оценке эффективности противооспенных препаратов.

Материалы и методы
Все эксперименты с живым ВНО были проведены в лабо-
ратории с максимальным уровнем биологической за�иты 

���L�4�� с использованием изолирую�их пневмокостюмов 
на базе ФБУН ГНЦ ВБ �Вектор�.

Вирус. В экспериментах использовали штамм ������� 
ВНО из Государственной коллекции вирусов и риккетсий 
ФБУН ГНЦ ВБ �Вектор�, приготовленный при культиви-
ровании на клетках V��o и имею�ий биоконцентрацию 
�,7 �� �,1 ��o�1� БОЕ/мл. Вируссодержа�ий материал был 
расфасован в индивидуальные пробирки и хранился при 
температуре ��7� °�.

Клеточная культура. Для наработки вируссодержа-
�ей суспензии и титрования различных биоматериалов 
использовали перевиваемую культуру клеток V��o, по-
лученную из коллекции культур клеток ФБУН ГНЦ ВБ 
�Вектор�. Монослой клеток V��o выра�ивали в среде 
��E� �ООО �БиолоТ�, Россия�� в присутствии 1� %� й 
эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота 
��Hy���o���, США�� с добавлением пенициллина �1�� МЕ/
мл�� и стрептомицина �1�� мкг/мл��. При культивировании 
вируса в качестве поддерживаю�ей среды использовали 
ту же среду с антибиотиками, но с добавлением этой 
сыворотки �2 % по объему��.

Животные. В исследованиях использовали разнополых 
18��21�суточных мышей массой 12��14 г иммунодефи-
цитной линии ����� H�������� O������ �HO���k������H��� 
�o���, полученных из Центра генетических ресурсов лабо-
раторных животных ИЦиГ СО РАН �R��E����1914X���� 
& R��E����2114X��1���, куда данная линия поступила 
из �������� R�v�� L��o���o���� в 2�12 г. Подопытных живот-
ных содержали на стандартном рационе с достаточным 
количеством воды согласно ветеринарному законодатель�
ству и в соответствии с требованиями по гуманному 
содержанию и использованию животных в эксперимен-
тальных исследованиях �����o���� �������� �o������, 2�11��. 
Исследования и манипуляции на животных были проведе-
ны с одобрения комитета по биоэтике ГНЦ ВБ �Вектор� 
№ 1� �1.2�14 от 28 января 2�14 г.

Введение химических соединений при инфицирова-
нии мышей вирусом. В работе было использовано хи-
мическое соединение, синтезированное в Новосибирском 
институте органической химии �НИОХ�� им. Н.Н. Ворож�
цова СО РАН, ранее проявившее противовирусную актив-
ность в отношении суррогатных ортопоксвирусов in vitro 
и in vivo – 7�[�′��4�Трифторметилбензоил���гидразинокар-
бонил]�трицикло[�.2.2.�2,4]нон�8�ен���карбоновая кислота 
�НИОХ�14�� �Шишкина и др., 2�1���. В качестве положи-
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тельного контроля использовали химическое соединение 
с установленной противооспенной активностью �� 4�триф-
торметил�����,��,4,4�,�,��,�,���октагидро�1,��диоксо�4,��
етеноциклопроп[�]изоиндол�2�1H���ил���бензамид ��T�24���, 
синтезированное в НИОХ по описанной методике �������y 
�� ���, 2��7��. Все лабораторные образцы химических со-
единений были охарактеризованы и паспортизованы. Оба 
препарата имели сходный механизм противовирусного 
действия, который связан с блокированием процесса 
формирования оболочки вириона в инфицированных 
клетках, негативно влияя на образование патогенетиче�
ски значимого экстрацеллюлярного оболочечного вируса. 
Ежедневно мышам ����� однократно перорально вводили 
по �,2 мл суспензии этих соединений в дозе �� мкг/г 
массы за 1 сут до заражения, через 2 ч, 1, 2 и � сут пос-
ле заражения ВНО. В качестве плацебо вводили �,2 мл 
раствора, содержа�его �,7� % метилцеллюлозы и 1 % 
Твина 8�, использованного для приготовления суспензии 
препаратов НИОХ и �T�24�.

Методы и дозы инфицирования мышей. Во всех экс-
периментах использовали мышей, которым интраназально 
вводили вируссодержа�ую жидкость в объеме �,�� мл 
суммарно в обе ноздри. Причем перед проведением про-
цедуры заражения животных наркотизировали с помо�ью 
изофлюранового наркоза. 

При изучении клинической картины заболевания 
и динамики накопления вируса в легких мышей ����� 
�� и 18 особей соответственно�� интраназально заражали 
дозой �,2 ��o�1� БОЕ ВНО. В экспериментах по оценке 
чувствительности мышей к возбудителю заболевания, 
основанных на выявлении наличия его в легких, живот-
ных инфицировали, используя по � особей на дозу вируса 
�1,2� 2,2� �,2� 4,2� �,2 ��o�1� БОЕ��. Кроме того, ВНО вводили 
в одной дозе, равной �,2 или 4,� ��o�1� БОЕ, при изучении 
динамики накопления патогена в органах, тканях и сыво-
ротке крови животных �24 особи��, патоморфологическом 
исследовании биоматериалов мышей �28 особей��, изуче-
нии эффективности действия лекарственных препаратов. 
В последнем случае 27 животных делили на � группы. 

Приготовление биоматериала подопытных мышей. 
Забор крови из ретроорбитального венозного синуса 
проводили у мышей, находя�ихся в состоянии эфирного 
наркоза. Забор же проб органов и тканей у эксперимен-
тальных животных осу�ествляли после проведения 
процедуры эвтаназии методом цервикальной дисло-
кации. Для вирусологических исследований готовили 
1� %�е �по объему�� гомогенаты биоматериалов, взятых 
от инфицированных животных, путем их механической 
дезинтеграции с помо�ью пестика в ступке с речным 
песком и раствором Хенкса.

При изучении динамики накопления вируса в легких 
мышей было использовано по � особи на каждую вре-
менную точку �1, 2, �, 4, � и 7�е сут после заражения��, 
у которых брали легкие �от каждого по отдельности�� 
с целью приготовления гомогенатов. При проведении 
исследований по определению чувствительности мышей 
к ВНО и оценке эффективности действия испытываемых 
препаратов осу�ествляли забор легких от каждого живот-
ного отдельно через 4 сут после заражения для приготов-
ления гомогенатов. Для изучения динамики накопления 

ВНО в органах, тканях и сыворотке крови мышей было 
взято по 4 особи на каждую временную точку �1, 2, �, 4, �, 
7�е сут после заражения��. У данных мышей из ретроорби-
тального венозного синуса осу�ествляли забор крови, из 
которой путем центрифугирования получали сыворотку 
и сгусток форменных элементов для последую�его при-
готовления гомогената. Кроме того, от этих животных 
брали биоматериал �носовая перегородка со слизистой, 
головной мозг, трахея, легкие, пи�евод, печень, селезен-
ка, двенадцатиперстная кишка и почки��. Органы и ткани, 
включая сгустки форменных элементов крови, каждый 
по отдельности от 4 животных, взятых на соответству-
ю�ую временную точку, подвергали гомогенизации для 
последую�его вирусологического исследования. Перед 
титрованием биоматериалы инфицированных мышей 
хранили при температуре ��7� °�. Для патоморфологи-
ческого исследования забор органов и тканей �клетки 
крови, носовая перегородка со слизистой, головной мозг, 
трахея, бифуркационные лимфоузлы, легкие, печень, 
селезенка, поджелудочная железа, двенадцатиперстная 
кишка, брыжеечные лимфоузлы, почки, надпочечники, 
кусочки кожи�� осу�ествляли через 1, 2, �, 4, � и 7 сут после 
заражения, используя по 4 особи на каждую временную 
точку и контроль. При этом клетки крови получали ранее 
описанным способом. 

Вирусологический анализ проб. Определение кон-
центрации жизнеспособного вируса в используемой 
для заражения животных вируссодержа�ей суспензии, 
гомогенатах органов и тканей, а также в сыворотке крови 
проводили традиционным методом титрования и подсчета 
количества бляшек в монослое клеток V��o, инфициро-
ванных разными разведениями исследуемого материала 
�L������Go����� �� ���., 2�����. Минимальное количество 
вируса, которое могло быть выявлено при использованном 
нами методе титрования, составляло �,4 ��o�1� БОЕ/мл 
или БОЕ/легкие.

Патоморфологическое исследование. Для проведения 
световой и электронной микроскопии подготовку образ-
цов органов животных, сами исследования и регистрацию 
результатов осу�ествляли так, как описано в ранее опуб-
ликованной работе �������v �� ���., 2�1����. 

Статистическая обработка результатов. Статисти-
ческую обработку результатов проводили стандартными 
методами �Закс, 197��� с помо�ью пакета компьютерных 
программ ����������� �.�� ������o�� ����. 1984��2��1�� с оцен-
кой достоверности отличий �р ≤ �,���� для 9� %�го дове-
рительного уровня ���9���. По формуле Спирмена �� Кербера 
рассчитывали �� %�ю инфицирую�ую дозу �ИД����. 
В экспериментах по оценке лечебно�профилактического 
действия препаратов сравнение доли инфицированных 
животных в группах проводили по критерию χ2, а для срав-
нения титров ВНО в легких мышей использовали U�кри-
терий Манна �� Уитни и t�критерий Стьюдента �Закс, 197���.

Результаты
В первой серии экспериментов, связанных с определе-
нием показателя чувствительности мышей ����� к ВНО, 
провели попытку выявления внешних клинических 
признаков заболевания у этих животных, интраназаль-
но инфицированных вирусом в дозе �,2 ��o�1� БОЕ. При 
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таблица 1. Динамика накопления штамма ind-3a вируса натурал��ной оспы (ВНО� в �иоматериалахa от мышей линии SciD�� 
интраназал��но инфицированных дозой 5��2 log10 БОе (50 ИД50�

Вид �иоматериалов
��онцентрация ВНО (log10 БОе/мл�� � ± i95� в �иоматериалах (n = 4� �ерез разные промежутки 
времени (сут� после заражения

1 2 3 4 5 �

��летки крови < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4

Сыворотка крови < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4

Головной мозг < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4

Носовая перегородка со слизистой < 0��4 < 0��4 2��� ± 0��4 2��2 ± 0��5 1��9 ± 0��3 < 0��4

трахея < 0��4 3��0 ± 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4

легкие 3��3 ± 0��3 4��2 ± 0��3 3��9 ± 0��4 3��� ± 0��3 3��� ± 0��4 2��9 ± 0��3

�ищевод < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4

�е�ен�� < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4

Селезенка < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4

�о�ки < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4

Двенадцатиперстная кишка < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4 < 0��4
a – органы и ткани в составе 10 %-х (по о�ъему� гомогенатов�� а также сыворотка крови; n – коли�ество мышей�� взятых на временну� то�ку; � – среднее; 
i95 – 95 %-й доверител��ный интервал; < 0��4 – вели�ина ниже порога �увствител��ности (0��4 log10 БОе/мл� испол��зованного метода титрования. 

рис. 1. Динамика накопления штамма ind-3a 
вируса натурал��ной оспы в легких мышей 
линии SciD (n = 3�� �исло животных на каж-
ду� временну� то�ку��� интраназал��но ин-
фицированных дозой 5��2 log10 БОе (50 ИД50�. 
Средние зна�ения концентраций приведены 
на логарифми�еской шкале. a – вели�ина 
концентрации вируса выше�� �ем таковая �ерез 
1 сут после заражения�� p < 0��05.

0

1

2

3

4

5

6

1 2 3 4 5 7

��о
нц

ен
тр

ац
ия

 в
ир

ус
а��

 lo
g 10

 Б
О

е/
ле

гк
ое

Дни после заражения

а а а

этом не было зарегистрировано 
какой�либо симптоматики у мышей 
в процессе наблюдений в течение 
21 сут после заражения. Для выясне�
ния возможности су�ествования 
бессимптомного течения заболевания 
у этих животных было проведено изу-
чение динамики накопления патогена 

у мышей, интраназально зараженных дозой �,2 ��o�1� БОЕ, в основном органе 
входных ворот для натуральной оспы �� легких �рис. 1��. При этом был отмечен 
су�ественный рост величин концентрации вируса в этом органе через 2��4 сут 
после заражения по сравнению с таковой через 1 сут после заражения.

На следую�ем этапе с использованием результатов предыду�их исследо-
ваний был проведен эксперимент на мышах, интраназально инфицированных 
разными дозами ВНО, по оценке ИД��, рассчитанной с учетом фиксации дан-
ных о наличии вируса в легких через 4 сут после заражения. При этом было 
определено, что значение этого показателя �� �,� �� �,7 ��o�1� БОЕ. 

Затем было проведено изучение динамики диссеминации ВНО в органах, 
тканях и сыворотке крови мышей через 1, 2, �, 4, � и 7 сут после интраназаль-
ного инфицирования дозой �,2 ��o�1� БОЕ ��� ИД�� для этого вида животных��. 
Результаты этих экспериментов представлены в табл. 1.

Из данных таблицы видно, что уже через 1 сут после заражения возбудитель 
заболевания был обнаружен только в легких мышей �����, затем через 2 сут 
патоген в относительно высоких концентрациях был зарегистрирован в легких 
и трахее, а через � сут вирус появился и в носу �носовой перегородке со сли-
зистой��, но не детектировался в трахее. В течение � сут �с ��х по ��е сут после 
заражения�� ВНО продолжал регистрироваться только в легких и носу �носовой 
перегородке со слизистой��, перестав выявляться в последнем органе через 
7 сут после заражения, тогда как в легких он определялся в это время в низкой 
концентрации по сравнению с таковой через 2��� сут после заражения. При 
этом во все сроки исследования от 1 до 7 сут после заражения вирус вооб�е 
не был обнаружен с помо�ью использованного метода титрования в других 
исследованных биоматериалах �клетки крови, сыворотка крови, головной 
мозг, пи�евод, печень, селезенка, почки, двенадцатиперстная кишка��. Самые 
высокие значения концентраций ВНО из трех продуцирую�их вирус органов 
имели легкие через 2��� сут после заражения, когда их величины находились 
в диапазоне от �,7 до 4,2 ��o�1� БОЕ/мл. 

При проведении гистологических и электронно�микроскопических иссле-
дований мышей, интраназально инфицированных ВНО в дозе �,2 ��o�1� БОЕ 
��� ИД����, было отмечено, что патоморфологические изменения у этих живот-
ных были ограничены органами респираторного тракта �воспалительные и де-
структивные очаги в легких, трахее и слизистой носовой полости�� �рис. 2��. 

В следую�ей серии экспериментов проводили оценку эффективности 
профилактического действия препаратов на мышах, наблюдая за величинами 
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рис. 2. Световая и электронная микроскопия респираторных органов мышей иммуноде-
фицитной линии SciD после заражения интраназал��ным спосо�ом штаммом ind-3a вируса 
натурал��ной оспы (ВНО� в дозе 5��2 log10 БОе. 
a – электронограмма слизистой носа мыши �ерез 4 сут после заражения�� дистрофи�еские измене-
ния эпителия слизистой о�оло�ки – утрата ресни�ек�� вакуолизация цитоплазмы эпителиоцитов; 
б – гистограмма слизистой трахеи мыши �ерез 3 сут после заражения�� эпителиал��ный слой �ас-
ти�но утра�ен (стрелки�; в – гистограмма ткани легкого мыши �ерез 5 сут после заражения�� резко 
выраженная воспалител��ная инфил��трация паренхимы с прео�ладанием ателектазов и интенсив-
ный периваскулярный отек; г – электронограмма ткани легкого мыши �ерез 5 сут после заражения�� 
ателектазы�� стрелками указаны спавшиеся просветы ал��веол.

концентраций ВНО в легких живот-
ных через 4 сут после интраназаль-
ного заражения дозой 4,� ��o�1� БОЕ 
�1� ИД����. Результаты этих исследо-
ваний представлены в табл. 2. 

Из данных таблицы видно, что 
количество обработанных препара-
том НИОХ�14 мышей ����� с зареги�
стрированным содержанием ВНО 
в легких через 4 сут после заражения 
достоверно ниже, чем в контроле �при 
p ≤ �,����, чего нельзя сказать в от-
ношении препарата �T�24�. В то же 
время оба используемых препарата 
по сравнению с контролем вызывали 
эффект значимого снижения средних 
концентраций вируса в легких мышей 
через 4 сут после заражения. При 
этом введение НИОХ�14 и �T�24� 
в одинаковых дозах не выявило су-
�ественных различий между этими 
препаратами по эффективности про-
тивооспенного действия. 

Обсуждение
При оценке показателей чувствитель-
ности мышей к ВНО при интрана-
зальном и внутрибрюшинном спо-
собах инфицирования большинство 
исследователей ������, ����v����v, 
19�7� ��y�, H��������, 19��� Капцова, 
19�7�� ориентировалось в основном 
на выявлении у них клинических 
признаков заболевания, включая ле-
тальный эффект, отмечая при этом от-
носительно низкую восприимчивость 
животных к вирусу, тогда как наши 
исследования были направлены на 
регистрацию не только внешних при-
знаков заболевания, но и инфекцион-
ного процесса �по наличию вируса 
в первичных органах�мишенях��, что 
су�ественно снизило порог чувстви-
тельности метода оценки показателя 
восприимчивости этих животных 
к вирусу за счет появившейся воз-
можности регистрировать бессим-
птомное течение заболевания. Это 
позволило нам получить величину 
данного показателя для мышей ����� 
к ВНО �ИД�� = �,� �� �,7 ��o�1� БОЕ��, 
оцененную по развитию у них инфек-
ционного процесса в легких. Причем 
данная величина достоверно не отли-
чалась от таковой одного известного 
модельного животного �мышей ���R��, 
но оказалась в 1���1�� раз ниже, чем 
значения ИД��, полученные для 
другого животного �M. �yno�olgus��, 
и в 1����1�7 раз ниже, чем величина 

дозы реально используемой для заражения этих приматов ВНО при оценке 
эффективности разрабатываемых противооспенных препаратов �H������ �� 
���., 2��9� ���k�� �� ���., 2�1�� Сергеев и др., 2�14��. 

Сам факт размножения вируса в органах дыхательной системы мышей ����� 
после респираторного заражения ВНО в определенной степени согласуется с 
таковым у человека и известных модельных животных �H��o�, W����o�, 19��� 
���k�� �� ���., 197�� J�������� �� ���., 2��4� Сергеев и др., 2�14��. При этом иссле-
дователи �аналогично нашим данным для носовой перегородки со слизистой, 
табл. 1�� обнаруживали максимальные концентрации вируса в глоточных смы-
вах людей ����� ��o�1� ООЕ/мл�� и M. �yno�olgus �2,���4,� ��o�1� БОЕ/мл�� ����k�� 
�� ���., 197�� J�������� �� ���., 2��4��, а также в гомогенатах ноздрей и носоглотки 
M. �yno�olgus и мышей ���R �2,���4,8 ��o�1� ООЕ/ мл�� �H��o�, W����o�, 19��� 
Сергеев и др., 2�14��. Однако длительность присутствия вируса в верхнем 
отделе респираторного тракта у приматов и человека �H��o�, W����o�, 19��� 
�������kov�, �������k��ov, 2����� была су�ественно больше �≥ 11 сут��, чем у 
интраназально инфицированных мышей ����� �� сут��. Титры вируса в легких 
модельных животных �M. �yno�olgus и мышь ���R�� при респираторном зара-
жении дозами 4,7 ��o�1� ООЕ и 4,2 ��o�1� БОЕ, соответственно, имели значения 
�,8���,� ��o�1� ООЕ/мл �H��o�, W����o�, 19��� Сергеев и др., 2�14��, близкие тако-
вым, полученным нами на мышах �����, интраназально зараженных сходной 
дозой ВНО ��,2 ��o�1� БОЕ��. По длительности инфекционного процесса в легких 
приматов и мышей �8��11 сут�� су�ественных различий не было. 

Проведенный сравнительный анализ данных литературы относитель-
но патоморфологических изменений у человека и модельных животных 
�M. �yno�olgus и мышь ���R�� после заражения ВНО через респираторный 
тракт ����� �� ���., 2�1�� Сергеев и др., 2�14�� и результатов наших исследова-
ний на интраназально инфицированных мышах ����� свидетельствовал об их 

б



�ыш�� линии SciD как модел��ное животное для оценки 
эффективности препаратов против натурал��ной оспы

��.�. титова�� �л.�. Сергеев�� �.С. ��а�анов … 
е.л. Зав��ялов�� �.�. �гафонов�� �.Н. Сергеев

492 Вавиловский журнал генетики и селекции • 19 • 4 • 2015

таблица 2. �рофилакти�еская активност�� препаратов у интраназал��но инфицированных мышей линии SciD штаммом ind-3a 
вируса натурал��ной оспы�� доза 4��5 log10 БОе (10 ИД50�

�оказател�� �репараты�� ежедневно вводимые перорал��но однократно за 1 сут 
до�� в ден�� и в те�ение 3 сут после заражения 

НИОХ-14 ST-246 контрол��

Суто�ная доза вводимого препарата�� мкг/г 50 50 a

��ол-во животных�� взятых в эксперимент 10 9 �

��онцентрация ВНО в легких (в log10 БОе/легкие�� � ± i95� 
у каждой мыши �ерез 4 сут после интраназал��ного  
инфицирования

2��1 ± 2��2 2��4 ± 0��1 3��2 ± 0���

1��3 ± 0��1 2��2 ± 0��2 2��9 ± 0��9

2��3 ± 0��1 2��4 ± 0��2 3��6 ± 0��0

2��2 ± 0��6 2��1 ± 0��4 3��1 ± 0��3

2��� ± 0��� 2��1 ± 0��2 3��6 ± 0��1

< 0��4 2��3 ± 0��5 3��0 ± 0��0

< 0��4 2��3 ± 0��4 3��3 ± 0��4

< 0��4 < 0��4 3��3 ± 0��9

< 0��4 < 0��4

< 0��4

Средняя концентрация вируса в легких мышей  
�ерез 4 сут после заражения�� log10 БОе/легкое (� ± i95�

2��1 ± 0��6b

(n = 5� 
2��3 ± 0��1b

(n = �� 
3��3 ± 0��2
(n = ��

Индекс подавления накопления вирусаc��  
log10 БОе/легкое

1��2 1��0 –

��ол-во (%� инфицированных мышей  
�ерез 4 сут после заражения

5 (50�d � (��� � (100�

% защиты от инфицированияe 50 22 –

n – �исло животных; � – среднее; i95 – 95 %-й доверител��ный интервал; a – мышам контрол��ной группы вводили раствор метилцелл�лозы с тви-
ном �0�� который испол��зовали для приготовления суспензии препаратов НИОХ-14 и ST-246; < 0��4 – вели�ина ниже порога �увствител��ности (0��4 log10 
БОе/легкие� испол��зованного метода титрования; b – достоверное отли�ие от контроля (двусторонний t-тест Ст���дента с одинаковыми дисперсиями�; 
c – вели�ина�� равная разности между log10 концентрации вируса в легких мышей в контроле и log10 концентрации вируса в легких мышей в опыте; 
d – достоверное отли�ие от контроля (то�ный тест Фишера p одностороннее < 0��05�; e – вели�ина�� равная разнице между % инфицированных мышей 
в контроле и % инфицированных мышей в опыте; «–» – вели�ина не определяется.

большом сходстве� имелись поражения органов дыхания, 
нося�ие воспалительно�деструктивный характер. При 
этом ранее в экспериментах in vitro с использованием 
клеток системы мононуклеарных фагоцитов �селезе-
ночных моноцитов�макрофагов��, полученных от мышей 
���R, вирусологическим и электронно�микроскопическим 
методами были выявлены признаки размножения ВНО 
в этих клетках �Сергеев и др., 2�14��. Результаты дан-
ных экспериментов вполне можно экстраполировать на 
мышей �����, учитывая то обстоятельство, что тяжелый 
комбинированный иммунодефицит, созданный у мышей 
этой линии, затронул только Т� и В� клеточное звено и 
не привел к каким�либо изменениям в других клетках 
организма, в том числе системы мононуклеарных фаго-
цитов ������zá��o, 2��9��. С помо�ью вирусологического 
метода �при титровании гомогенатов трахеи и носовой 
перегородки со слизистой�� у интраназально зараженных 
мышей ����� на начальном этапе �через 2�е и ��е сут 
после заражения�� было обнаружено накопление ВНО 
�табл. 2��, что в совокупности с данными по воспали-
тельно�деструктивным изменениям именно слизистой 
респираторного тракта этих животных свидетельствовало 
о вовлечении в инфекционный процесс эпителиоцитов. 
В научной литературе также отмечен факт размножения 

ВНО в макрофагах и эпителиоцитах респираторных ор-
ганов у модельных для натуральной оспы животных при 
аэрозольном, интраназальном и внутривенном заражении 
�H��o�, W����o�, 19��� J�������� �� ���., 2��4� W�����J����� �� 
���., 2�11� Сергеев и др., 2�14��.

В отличие от человека и модельного животного �M. �y-
no�olgus��, у которых при респираторном заражении 
наблюдалось генерализованное течение заболевания 
с соответствую�ей симптоматикой, у мышей ����� ин-
фекционный процесс протекал бессимптомно �так же, 
как и у мышей ���R�� и ограничивался первичными респи-
раторными органами. Данное обстоятельство исключает 
возможность использования этих животных для оценки 
терапевтической эффективности разрабатываемых про-
тивооспенных препаратов, но сохраняет возможность их 
применения для изучения профилактической �экстренно�
профилактической�� активности. Это обусловлено тем, 
что профилактическое �экстренно�профилактической�� 
введение препаратов ориентировано на борьбу с вирусом 
именно в первичных органах�мишенях, которые при нату-
ральной оспе располагаются в респираторном тракте.

При изучении профилактической активности извест-
ных противооспенных препаратов �T�24� и НИОХ�14 на 
мышах ����� с применением ВНО подтверждено наличие 
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ранее отмеченного нами и многими исследователями �экс�
перименты с использованием различных видов ортопокс�
вирусов, культур клеток и соответствую�их известных 
модельных животных�� ������ �� ���., 2��9� ������v �� ���., 
2�1��, ��� противовирусного эффекта, что свидетельствует 
об адекватности использования нами для этой цели аут-
бредных иммунодефицитных мышей �����.

Таким образом, несмотря на то что мыши ����� при 
респираторном инфицировании ВНО не воспроизводили 
клиническую картину оспоподобного заболевания, они 
обладали относительно близкой к человеку чувствитель-
ностью к данному вирусу �по результатам регистрации 
наличия вируса в легких�� и моделировали первое звено 
инфекционного процесса при натуральной оспе у людей 
�или модельных животных �� макаки циномолгус и мыши 
���R��, включая размножение вируса в органах респира-
торного тракта, патоморфологические изменения в них 
и типы первичных клеток�мишеней, а также адекватно 
демонстрировали при интраназальном заражении ВНО 
наличие противовирусного эффекта у исследуемых препа-
ратов. Все это делает возможным реальное использование 
данных животных в экспериментах с ВНО для оценки 
профилактического �экстренно�профилактического�� дей�
ствия разрабатываемых противооспенных препаратов 
для людей с подавленной иммунной системой. Изучение 
же лечебной �терапевтической�� и профилактической 
�экстренно�профилактической�� активности лекарствен-
ных средств против натуральной оспы может быть 
проведено с использованием ВНО на ранее известных 
иммунокомпетентных моделях �M. �yno�olgus и мышь 
���R соответственно��.
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abnormal synthesis of the main intestinal �roteo-
glycan mucin-2 is ty�ical of ulcerative colitis and 
crohn’s disease in humans. Those mor�hological 
changes of the mucus layer affect the diversity of the 
intestinal microflora. antibiotics may be ineffective 
or even dangerous to humans or animals deficient 
for mucin-2 because of the ris� of se�sis and 
chronic inflammation. in this study�� we investigated 
the �otential of antibiotics (clarithromycin�� amoxicillin�� 
and metronidazole� in elimination of �athogenic 
infection from Muc2 �noc�out mice (Muc2–/–�. we 
assayed the �o�ulation sizes of �athogens (Helico-
bacter s��.� and symbiotic (E. coli� bacteria in the 
intestines of animals as a criterion of antibiotic efficacy. 
The damaging effect of antibacterial treatment on 
the host body was estimated from their survival rate. 
Three antibiotics were ineffective in the elimination 
of Helicobacter s��. from mucin-2-deficient mice. 
Moreover�� the mortality of Muc2 �noc�out mice during 
the antibacterial treatment was 60 %. The survival 
of wild-ty�e mice (c5�Bl/6J� during the treatment 
was 100 %. The weight of wild-ty�e mice showed 
no decrease during the treatment. The Helicobacter 
s��. �athogen was fully eradicated from wild-ty�e 
mice. Thus�� thera�y of Helicobacter s��. infection in 
mucin-2 deficient animals is not only �oorly efficient 
but even deadly. The high susce�tibility to antibiotics 
allows Muc2 �noc�out mice to be used as a test 
model to evaluate the �harmacological safety of new 
antibiotics.

Key words�� mice; intestinal inflammation; mucin-2; 
antibacterial treatment.

Нарушение синтеза основного протеогликана кише�ника 
(муцин-2� у л�дей характерно как при развитии неспецифи�еского 
язвенного колита�� так и при �олезни ��рона. такие морфологи�е-
ские изменения кише�ного слизистого слоя могут повлият�� 
на разноо�разие кише�ной микрофлоры. Испол��зование 
анти�иотиков для ле�ения �актериал��ных инфекций у л�дей 
и животных с нарушением синтеза муцина-2 может �ыт�� мало-
эффективным�� а иногда и опасным из-за развития сепсиса или 
хрони�еского воспаления. В ра�оте на мышах с генети�ески 
детерминированным дефицитом муцина-2 (линия Muc2–/–� 
исследовали как применение трех анти�иотиков (кларитромицин�� 
амоксицилин и метронидазол� влияет на элиминаци� патогенной 
инфекции у мышей. Для оценки эффективности анти�иотиков 
измеряли коли�ество патогенных (Helicobacter s��.� и сим�иоти�е-
ских (E. coli� �актерий в кише�нике животных. Негативное 
влияние анти�актериал��ной терапии на организм хозяина 
оценивали по выживаемости животных. три анти�иотика 
не спосо�ствовали устранени� Helicobacter s��. у мышей 
с дефицитом муцина-2. Наряду с неэффективным ле�ением 
�ыла отме�ена ги�ел�� у 60 % животных данной линии. �ыши 
с нормал��ной функцией синтеза муцина-2 (c5�Bl/6J� имели 
100 %-е выживание. животные с нормал��ной функцией синтеза 
основного кише�ного протеогликана не демонстрировали 
снижения массы тела. Helicobacter s��. �ыл полност��� устранен 
у этих животных. таким о�разом�� ле�ение инфекции Helicobacter 
s��. анти�иотиками у животных с нарушением синтеза муцина-2 
не тол��ко малоэффективно�� но и вызывает ги�ел�� животного. 
Высокая восприим�ивост�� к токси�ескому действи� анти�иотиков 
дает основание для испол��зования мышей с дефицитом муцина-2 
в ка�естве тест-о�ъекта для оценки фармакологи�еской 
�езопасности новых средств анти�актериал��ной терапии.

��л��евые слова�� мыши; кише�ное воспаление; муцин-2; 
анти�актериал��ная терапия.
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Экспериментальные модели воспалительных заболе-
ваний кишечника ���fl�����o�y �ow��� ������� �� ������ 
на лабораторных животных активно используют для 

понимания процессов неспецифического язвенного коли-
та и болезни Крона у людей �O’�o��o�, 2�11��. Су�ествуют 
три типа экспериментальных моделей воспалительных 
заболеваний кишечника на животных� 1�� модель хими-
чески индуцированного воспаления кишечника� 2�� модель 
пересадки иммунных тканей животных с воспаленным 
кишечником иммунодефицитным животным� ��� гене-
тические модели животных с предрасположенностью 
к воспалению кишечника. Признаком всех моделей воспа-
лительных заболеваний кишечника является истончение 
протеогликанового слоя кишечника, образую�его первый 
за�итный барьер на пути бактерий �H����o�, Jo�����o�, 
2�1���. Благодаря новым молекулярно�генетическим 
подходам можно создавать животных с мутациями генов 
кишечного барьера, в частности с нокаутом гена кишеч-
ного муцина�2 �Mu�2–/–��. Муцин�2 является основным 
протеогликаном кишечника, и его дефицит приводит 
к воспалениям �������� �� ���., 2��9� �������o� �� ���., 2�1�� 
�o���� �� ���., 2�12��. 

Воспалительные процессы в кишечнике всегда ассо-
циированы с бактериальными инфекциями. Одним из 
распространенных специфических патогенов лабора-
торных мышей, который вызывает воспаления в кишеч-
нике, является Heli�oba�ter hepati�us ����� �� ���., 2�����. 
Основным способом лечения бактериальных инфекций 
как у людей, так и у животных являются антибиотики 
широкого спектра действия. Их применение приводит 
к изменению состава симбиотической микрофлоры 
кишечника �дисбактериозу��, развитию воспалительных 
процессов и уменьшению тол�ины слоя кишечного про-
теогликана �R�ko������o��, ���z���ov, 2��7� ����� �� 
���., 2�1�� W��o����k� �� ���., 2�11��. Лечение антибиотиками 
животных с экспериментальной моделью химически ин-
дуцированного воспаления кишечника вызывает гибель 
животного от сепсиса �Ay��� �� ���., 2�12��.

Таким образом, развитие воспалительных процес-
сов в кишечнике может, с одной стороны, увеличивать 
чувствительность к различным кишечным инфекциям, 
с другой �� негативно влиять на эффективность их лече-
ния. В связи с этим целью нашей работы было выяснить 
степень заражения Heli�oba�ter ���. и эффективность 
лечения инфекции антибиотиками у животных с ге-
нетически детерминированным дефицитом муцина�2. 
Мы использовали мышей с двойным нокаутом генов 
Mu�2–

 

/– и Kaiso–/– �университет Эдинбурга на генетичес-
ком фоне ��7�L/���. Для выявления собственных эффектов 
дефицита транскрипционного фактора Kaiso была также 
исследована линия мышей с нокаутом только этого гена 
���ok�o����o�k �� ���., 2�����.

Материалы и методы
Исследование выполнено в Центре генетических ресурсов 
ИЦиГ СО РАН �R��E����1914X���� и R��E����2114 
X��1��� на мышах самцах и самках Kaiso–/– и Mu�2–/–/
Kaiso–/– на генетическом фоне ��7�L/�J в возрасте 
12��1� нед. Референсной группой служили мыши линии 
��7�L/�J. Животные, зараженные Heli�oba�ter hepati�us, 

поступили в наш центр в 2�12 г. из питомника �Пу�и-
но�. Мышей с мутациями Kaiso–/– и Mu�2–/–/Kaiso–/– на 
генетическом фоне ��7�L/�J создали в университете 
Эдинбурга и передали лаборатории геномики и эпиге-
номики позвоночных �Институт биоинженерии, ФИЦ 
Фундаментальные основы биотехнологии РАН, Москва��. 
Животных содержали однополыми группами по 4��� осо-
бей в индивидуально вентилируемых клетках �O�������, 
США�� при искусственном световом режиме 14С � 1�Т, 
температуре 2���22 °С, влажности �� % и давлении 
�8 Па. В качестве подстила использовали обеспыленную 
березовую стружку. Животным ad libitu� предоставляли 
стерильную деионизированную воду с добавлением ми-
нералов K+��2+��Северянка�, г. Санкт�Петербург�� и корм 
������® R/��H ���o����v����� V1��4�� �������, Германия��. 
Работу с животными проводили по биоэтическим нормам 
Директивы Евросоюза �E�� �������v� 8�/��9/EE���. 

Согласно международным требованиям к содержанию 
животных ����статуса, проводили мониторинг патогенов 
по списку, рекомендованному �ELA�A ����k���� �� ���., 
2��2��. У животных не было следую�их видоспецифи-
ческих бактериальных и вирусных инфекций� �o����o��� 
��������� v����, �o��� �o��v���� �E������, ������ v���� o� ����, 
�o��� ���vov����, �����o��� v���� o� ����, ������ v����, 
T�������’� ������ ���������o�y������� v����, E���o������ v����, 
Ly���o�y��� ��o��o���������� v����, �o��� ����ov���� �y�� 
1 ��L��, �o��� ����ov���� �y�� 2 �K87��, �o��� �y�o������o-
v����, R�ov���� �y�� �, Citroba�ter rodentiu�, Clostridiu� 
pili�or�e �Tyzz��’� ���������, Coryneba�teriu� kuts�heri, 
My�oplas�a ���., Pasteurella�eae, Sal�onella ���., Strepto-
�o��i b-hae�olyti� ��o� ��o�� ���, Strepto�o��us pneu�oniae, 
Streptoba�illus �onili�or�is ����k���� �� ���., 2�1���.

Оценку количества ДНК патогенной бактерии Heli-
�oba�ter ���. и симбиотической бактерии Es�heri�hia 
�oli �E. �oli�� проводили в образцах фекалий, собранных 
в стерильных условиях методом количественной поли-
меразной цепной реакции в реальном времени во всех 
экспериментальных группах до и через неделю после 
лечения антибиотиками.

Выделение ДНК из фекалий �2������� мкг�� выполняли 
следую�им способом� образец гомогенезировали ин-
кубированием 1� мин при температуре �� °С в ��� мкл 
буфера �� мМ трис�гидроксиметил�� аминометана �Трис���
H��� �,1 % Твин�2� 2� мМ ЭДТА с лизоцимом 1�� мкг/ мл, 
разбивали на шейкере и центрифугировали � мин при 
1� ��� об./мин. 1�� мкл супернатанта переносили 
в чистую пробирку и лизировали ��� мкл буфера 4 М 
гуанидин гидрохлорида �� мМ Трис�H��� 2� мМ ЭДТА 
1,� % Твин�2�. Образец перемешивали и инкубировали 
1� мин при температуре �� °С. К образцу добавляли 
2�� мкл 9� % этилового спирта и �� мкл взвеси ��O2 
в �� мМ�ном растворе Трис�H��� и перемешивали � мин. 
Образец центрифугировали �� ��� об./мин, � мин�� и уда-
ляли супернатант. Осадок промывали последовательно 
��� мкл промывочного буфера 4 М гуанидин гидрохлори-
да �� мМ Трис�H��� 2� %�го этилового спирта и ��� мкл 
7� %�го этилового спирта. Осадок высушивали, ДНК 
растворяли в 1�� мкл воды. Образец центрифугировали 
�1� ��� об./мин, � мин��, отбирали супернатант в чистую 
пробирку и определяли концентрацию ДНК в пробе при 
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помо�и УФ�спектрофотометра ���o��o� 2��� �T����o  
����������, США��.

Количество бактерий в кишечнике оценивали по коли-
честву бактериальной ДНК, нормированному на ДНК, 
которая кодирует 28� рРНК Mus �us�ulus в фекалиях. 
Для определения Heli�oba�ter ���. и E. �oli использовали 
праймерные олигонуклеотиды, комплементарные участку 
гена 1�� рРНК этой группы бактерий �табл. 1��. Количество 
ДНК Mus �us�ulus определяли с помо�ью олигонук-
леотидных праймеров к участку гена 28� рРНК мыши 
�табл. 1��. Все праймерные последовательности подбирали 
при помо�и базы данных �LA�T и программы �����o 
�GE�E. В реакционную смесь, содержа�ую ��x��� 
�Y�R G���� q��R ������ ��x �T����o ����������, США�� и 
соответствую�ие �,� мкМ праймерные олигонуклеотиды, 
добавляли 2� нг ДНК, выделенной из фекалий �объем 
реакции 2� мкл��. Реакцию проводили в детектирую�ем 
амплификаторе ��X9� To���™ ���� W����� R�����T��� ��R 
�������o� �y���� ���oR�� L��o���o����, США��. ДНК дена-
турировали � мин при 9� °С, затем проводили 4� циклов� 
денатурация �� 9� °С 1� с, отжиг праймерных олигонук-
леотидов �� �2 °С 2� с, синтез �� �2 °С 2� с.

Нормирование бактериальной ДНК на ДНК мыши 
�M. �us�ulus�� выполняли по формуле� 2^��� цикла M. �us-
�ulus�� �� �� цикла бактерии����, где номер цикла �� цикла�� 
соответствует середине экспоненциальной фазы ПЦР 
реакции, которую для всех проб устанавливали на ��� ед. 
флюоресцентной эмиссии.

Влияние антибактериальной терапии на элиминацию 
Heli�oba�ter ���. исследовали на группах мышей всех 
генотипов, в состав которых входило по � самок и самцов. 
Для этого в корм добавляли � антибиотика� метронидозол 
�1 мг в � г корма для лабораторных животных��, амоксици-
лин �� мг в � г корма��, кларитромицин ��,� мг в � г корма��. 
Ежедневно в течение 2 нед давали � г корма с антибио-
тиками, что соответствует суточной потребности одного 
животного. Данную схему антибактериальной терапии 
использовали для получения 1�� %�й эффективной элими-
нации Heli�oba�ter hepati�us у иммунодифицитных линий 
мышей �K���o�, W�����, 2�����. В корм также добавляли 
антибактериальный препарат оксид висмута �Де�Нол�� 
и вспомогательное средство, угнетаю�ее секрецию же-
лудочной кислоты �Омепрозол��. В � г корма добавляли 

соответственно �,18� мг Де�Нола и �,�2 мг Омепрозола.
У всех мышей в течение курса лечения каждые два 

дня определяли массу тела, оценивали об�ее состояние 
по внешнему виду и отмечали состояние фекальных 
масс.

Статистическую обработку производили при помо�и 
пакета программного обеспечения �TAT���T���A�.1. Для 
выборок логарифма 2^��� цикла M. �us�ulus�� �� �� цик-
ла бактерии до лечения антибиотиками���� и изменения 
массы тела с нормальным распределением использо-
вали двухфакторный дисперсионный анализ ��wo�w�y 
A�OVA��, критерий наименьшей значимости разности 
�L��������� и t�критерий Стьюдента. Для выборок лога-
рифма 2^��� цикла M. �us�ulus�� �� �� цикла E. �oli после 
отмены лечения антибиотиками����, не описываю�ихся 
нормальным распределением, использовали ранговый 
дисперсионный анализ Краскела �� Уоллиса и парный 
критерий Вилкоксона. Взаимозависимость логарифмов 
2^��� цикла M. �us�ulus�� �� �� цикла бактерии до лечения 
антибиотиками���� оценивали по коэффициентам корреля-
ции Спирмена. Все данные представлены как среднее �� 
стандартная ошибка среднего.

Результаты и обсуждение
Двухфакторный дисперсионный анализ показал, что до 
лечения антибиотиками животные разных генотипов 
�С�7�L/�J, Kaiso–/–, Mu�2–/–/Kaiso–/–�� и разного пола имели 
одинаковое количество Heli�oba�ter ���. и E. �oli �табл. 2��. 
Индивидуальные вариации количества Heli�oba�ter ���. и 
E. �oli достоверно коррелировали между собой �� = �,48, 
n = 28, p < �,���� �рис. 1��. Это хорошо согласуется с пред-
ставлениями о том, что заселенность толстого кишечника 
патогенной и симбиотической микрофлорой возрастает 
при развитии кишечного воспаления �����o�� �� ���., 1999� 
�������zyk�����k �� ���., 2�1���. В свою очередь, инфициро-
вание Heli�oba�ter ���. может усиливать это воспаление 
в моделях колита ��o�����x �� ���., 2�1���. Действительно, 
наиболее выраженная взаимозависимость численных 
значений зараженности Heli�oba�ter ���. и E. �oli была 
отмечена у мышей с дефицитом кишечного муцина�2 �� ли-
нии Kaiso–/–/Mu�2–/– �� = �,92, p < �,��, n = 1�, корреляция 
Спирмена��. У животных двух других генотипов, С�7�L/�J 
и Kaiso–/–, коэффициенты корреляции между количеством 
Heli�oba�ter ���. и E. �oli составляли� � = ���,�7 �p > �,��, 
n = 8�� и � = �,�� �p > �,��, n = 1���. Кишечное воспаление 
при разрастании симбиотических и патогенных колоний 
ча�е все сопровождается различными симптоматиче�
скими характеристиками� пролапс прямой кишки, кровь 
в фекальных массах и диарея �������o�����o�� �� ���., 
2�1���. Известно, что энтеротоксин E. �oli может вызы-
вать диарею посредством воздействия на секреторные 
механизмы слизистой тонкой кишки �G��� �� ���., 198���. 
Данный симптом присутствовал у всех животных с де-
фицитом муцина�2.

Нежелательными реакциями на острое кишечное вос-
паление, вызванное химическими факторами у животных, 
являются гиперплазия крипт, упло�ение эпителиальных 
клеток, инфильтрация воспалительных клеток, появление 
поверхностных эрозий и снижение синтеза муцина�2 
бокаловидными клетками �V�� ��� ������ �� ���., 2�����. Оче-

таблица 1. �оследовател��ности олигонуклеотидных 
праймеров для метода коли�ественного определения ДН�� 
в полимеразной цепной реакции 

Название праймера �оследовател��ност�� 
нуклеотидов 5’-3’

Mus-f ccTGGcGcTaaaccaTTcGT

Mus-r aaaGcccGcaGaGacaaacc

Hel.s��-f cGGaGGGTGcaaGcGTTacT

Hel.s��-r aTTccaccTGccTcTcccac

E.coli-f GGcaGGccTaacacaTGcaa

E.coli-r ccccTcTTTGGTcTTGcGac

f – прямой праймер�� r – о�ратный праймер. 
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таблица 2. ��оли�ество Helicobacter s��. и E. coli в фекалиях у животных разных генотипов до на�ала ле�ения  
и �ерез две недели приема анти�иотиков 

Генотип �ол Helicobacter s��. E. coli

До ле�ения �осле ле�ения До ле�ения �осле ле�ения

С5�Bl/6J Самки 0��66 ± 0��20 (4� Ниже уровня детекции –1���1 ± 0��49 (4� 2��14 ± 0��25 (4�

Самцы 0��69 ± 0��22 (4� Ниже уровня детекции –1��53 ± 0��3� (4� 2��05 ± 0��23(4�

Kaiso–/– Самки 0���2 ± 0��29 (5� Ниже уровня детекции –1��94 ± 0��40 (5� –0��46 ± 1��2�(5�

Самцы 1��20 ± 0��40 (5� Ниже уровня детекции –2��39 ± 0��2� (5� –2��02 ± 1��10 (5�

Muc2–/–/Kaiso–/– Самки 0���� ± 0��3� (5� 0��0016 ± 0��0015 (5� –2��31 ± 0��50 (5� –3��15 ± 0��13 (5�

Самцы 1��09 ± 0��14 (5� 0��00�� ± 0��00�3 (5� –2��62 ± 0��16 (5� –2��92 ± 0��2� (5�

Факторный анализ Эффект генотипа f(2��26� = 0��56 nS H(2��26� = 10��44  p < 0��01 f(2��26� = 2��0� nS f(2��26� = 22��02  p < 0��001

Эффект пола f(1��26� = 0��9� nS H(2��26� = 0��30 nS f(1��26� = 0��26 nS f(1��26� = 0��66 nS

nS – статисти�ески недостоверно�� p > 0��05. Зна�ения представлены в виде логарифма 2^((n цикла M. musculus� – (n цикла �актерии���� 
среднее ± стандартная оши�ка (коли�ество слу�аев�.

рис. 1. Зависимост�� логарифма 2^((n цикла M. musculus� – (n цикла 
E. coli�� по оси ординат от логарифма 2^((n цикла M. musculus� – 
(n цикла H. s��.�� по оси а�сцисс у животных разных генотипов. 

С5�Bl/6J – �елые то�ки; Kaiso–/– – �ерные то�ки; Muc2–/–/Kaiso–/– – cерые 
то�ки. Сплошная линия – корреляционная зависимост�� у мышей линии 
Muc2–/–/Kaiso–/–; r – зна�ение корреляции Спирмена для этой линии.

рис. 2. Изменение массы тела (% от исходной массы� �ерез одну 
и две недели приема анти�иотиков у мышей разных генотипов.
* p < 0��05�� t-критерий Ст���дента; ** p < 0��001�� t-критерий Ст���дента.
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видными показателями ухудшения состояния животных 
считаются потеря веса, пролапс и появление кровотечений 
�Ay��� �� ���., 2�12��. �ерез неделю лечения антибиотиками 
не было выявлено изменений массы тела относительно 
исходного уровня �рис. 2�� у всех иссследованных гено-
типов ���2,2��� = �,74, p > �,���� независимо от их половой 
принадлежности ���1, 2��� = �,2�, p > �,����. Однако через 
две недели антибактериальной терапии влияние гено-
типа ���2,2��� = 18,98, p < �,��1��, но не пола ���1, 2��� = �,99, 
p > �,����, на привесы становилось статистически значи-
мым и выражалось в наибольших положительных значе-
ниях у мышей ��7�L/�J �7,9� �� 1,2� %�� и отрицательных 
у линии Mu�2–/–/Kaiso–/– ���2,18 �� 2,�� %��. Мыши линии 
Kaiso–/– показывали промежуточный прирост массы тела 
�2,44 �� 2,17 %�� �рис. 2��. 

Несмотря на отсутствие изменений массы тела через 
одну неделю приема антибиотиков у 8 из 1� мышей ли-
нии Mu�2–/–/Kaiso–/–, мы отмечали покраснение вокруг 
анального отверстия, а у одного животного была замечена 
кровь в фекальных массах. Данные признаки кишечного 
воспаления отсутствовали у животных других генотипов. 
Отличие линии линии Mu�2–/–/Kaiso–/– от ��7�L/�J и Kaiso–

 

/– 
было статистически значимым� χ2 = 1�,��, p < �,��1. 
�ерез � дня после отмены антибиотиков в группе мышей, 
у которых отсутствует муцин�2 �Mu�2–/–/Kaiso–/–��, погибли 
4 особи, среди животных двух других линий летального 
исхода отмечено не было �χ2 = �,�, p < �,����. Таким обра-
зом, лечение антибиотиками инфекции Heli�oba�ter ���. 
у животных с недостатком муцина�2 может быть при-
чиной ухудшения самочувствия, которое впоследствии 
вызывает летальный исход.

Бактериальное исследование фекалий, собранных че-
рез одну неделю после курса стандартной терапии тремя 
антибиотиками �K���o�, W�����, 2�����, показало полное 
освобождение от Heli�oba�ter ���. мышей линий С�7�L/�J 
и Kaiso–/–. Вместе с тем у мышей Mu�2–/–/Kaiso–/–, выжив-
ших после курса терапии, Heli�oba�ter ���. был детекти-
рован в �� % случаев. Зараженность мышей с дефицитом 
кишечного муцина статистически значимо превосходила 
таковую у мышей линий С�7�L/�J и Kaiso–/– �χ2 = �,1, 
p < �,����. 
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Схему лечения тремя антибиотиками с добавлением их 
в корм успешно применяют для элиминации Heli�oba�-
ter ���. в инфицированных колониях мышей. Преиму-
�ество этого метода заключается в отсутствии дополни-
тельных манипуляций с животными, таких как кесарево 
сечение и пересадка новорожденных на выкармливание 
суррогатной матери �������o�����o�� �� ���., 2�1���. Од-
нако лечение тремя антибиотиками с добавлением их в 
корм не всегда эффективно, в частности при устранении 
Heli�oba�ter ���. у животных с иммунодефицитами� ����/
Trp53–/–� T�R × R��� H�T/T�R �AL�/�� Tn�–/–� ��.129�2�
��L1�t�1Cgn/J. Несмотря на неэффективность элиминации 
Heli�oba�ter ���. у таких животных, летальных исходов 
у них отмечено не было ���o��� �� ���., 1998� K���o�, 
W�����, 2���� ����� �� ���., 2��8��.

Известно, что реакция организма на терапию антибио�
тиками зависит от состояния кишечной микрофлоры, 
нарушение которой может приводить к серьезным 
осложнениям �Ay��� �� ���., 2�12� K����� �� ���., 2�1���. 
Количество симбиотических бактерий E. �oli, которые 
обладают адгезивными свойствами к протеогликану ки-
шечника, до начала приема антибиотиков у мышей всех 
генотипов было невысокое �табл. 2��. Лечение антибио-
тиками привело к росту колоний E. �oli в кишечнике, но 
только у генотипов с нормальной наработкой муцина�2� 
С�7�L/�J и Kaiso–/– �парный критерий Вилкоксона � = 2,4, 
р < �,�� и � = 2,�, p < �,�� соответственно��, тогда как у мы�
шей с дефицитом муцина�2 Mu�2–/–, Kaiso–/– количество 
E. �oli осталось на прежнем уровне �� = �,2�, р > �,���� 
�табл. 2��.

Таким образом, лечение антибиотиками мышей с дефи-
цитом муцина�2 может быть не только малоэффективным 
для элиминации патогена, но и опасным для их жизни. 
А высокая восприимчивость к токсическому действию ан-
тибиотиков дает основание рекомендовать использование 
мышей с дефицитом муцина�2 в качестве тест�объекта для 
оценки фармакологической безопасности новых средств 
антибактериальной терапии.
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we have evaluated the efficiency of a metabonomic 
a��roach to metabolic �henoty�ing and detection 
of early metabolic changes under a toxic influence. 
for this �ur�ose�� a metabolic �rofiling of rat liver was 
�erformed with 1H nMr s�ectrosco�y. rat tissues 
from animals in three grou�s were analyzed. Grou� c 
consisted of control animals; animals in grou� a 
received alcohol re�eatedly (15 % ethanol�; and 
animals in grou� a + r received alcohol in combination 
with a he�ato�rotective herbal medicine (reishi�� 
Ganoderma lucidum� re�eatedly. noteworthy�� alcohol 
consum�tion did not cause �athological changes�� 
but stimulated he�atocyte �roliferation. our data 
suggest that changes in metabolite concentrations 
in a re�resent a ty�ical metabolic res�onse to alcohol 
consum�tion�� namely decrease in glycine�� leucine�� 
isoleucine�� valine�� choline and lactate content�� and 
increase in TMao content. Treatment with reishi 
(a + r� had �ositive effects�� in that it restored the levels 
of glycine�� valine and TMao. furthermore�� increase 
in naD�� aTP�� UTP�� succinate�� �yranose�� and acetate 
concentrations was observed in a + r. a correlation 
was found between the valine�� isoleucine�� lactate�� 
choline�� and �yranose content and the number 
of binuclear he�atocytes. Binuclear he�atocytes 
indicate �roliferative activity�� and the concentration 
of the metabolites �artici�ating in the formation 
of new he�atic cells decreases. Thus�� the study 
of liver tissues by 1H nMr s�ectrosco�y allows for 
detection of early changes in metabolite concentra-
tions following chronic consum�tion of alcohol at 
insignificant doses. consequently�� 1H nMr s�ectro-

Для оценки эффективности спектроскопии протонного ядерно-
магнитного резонанса (1H Я�Р� как метода мета�оломного 
фенотипирования и метода детектирования ранних мета�оли�е-
ских изменений при токси�еских воздействиях �ыло проведено 
мета�оли�еское профилирование пе�ени крыс. О�разцы тканей 
�ыли взяты у трех групп крыс�� группа �� – контрол��ные животные; 
группа � – животные�� полу�авшие многократно 15-процентный 
раствор алкоголя�� прием которого не вызывал патологи�еских 
изменений пе�ени�� но стимулировал пролифераци� гепатоцитов�� 
и алкоголя в со�етании с растител��ным гепатопротекторным 
препаратом Рейши�� Ganoderma lucidum�� (группа � + Р�. ��ак следует 
из полу�енных резул��татов�� изменения концентрации мета�олитов 
в пе�ени�� на�л�даемые в группе ��� отражали типи�ну� мета�о-
ли�еску� реакци� на прием алкоголя и выражалис�� в снижении 
содержания глицина�� лейцина�� изолейцина�� валина�� холина 
и лактата�� а также в повышении уровня т��О. �ри приеме Рейши 
у крыс группы � + Р восстанавливалас�� концентрация глицина�� 
валина и т��О. ��роме того�� в группе � + Р �ыло отме�ено 
увели�ение относител��но контроля концентрации Н�Д�� �тФ�� 
утФ�� сукцината�� пиранозы и ацетата. Индивидуал��ные вариации 
содержания валина�� изолейцина�� лейцина�� лактата�� холина 
и пиранозы коррелировали с �ислом двуядерных гепатоцитов 
как индикатором пролиферативной активности. таким о�разом�� 
исследование тканей пе�ени методом спектроскопии Я�Р 1Н 
позволяет выявит�� ранние отклонения уровня мета�олитов 
при хрони�еском потре�лении не�ол��ших доз алкоголя и может 
�ыт�� перспективным подходом как для диагности�еского 
выявления алкогол��ного повреждения пе�ени�� так и для оценки 
эффективности применяемой лекарственной терапии.

��л��евые слова�� крысы S�rague-Dawley; пе�ен��; алкогол��; 
Ganoderma lucidum; спектроскопия Я�Р 1Н; in vitro; мета�ономика; 
диагностика ранних мета�оли�еских нарушений.
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sco�y can serve as a �romising a��roach to detecting 
alcohol-related liver �athologies and assessing 
the efficiency of the thera�y used.
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Алкоголь можно отнести к одному из наиболее рас-
пространенных агентов токсической нагрузки на 
организм человека. Воздействие алкоголя сказыва-

ется на обменных процессах, протекаю�их в организме, 
что может приводить к нарушению нормального функци-
онирования как отдельных органов, так и целых систем. 
Известно, что наибольшую токсическую нагрузку при 
употреблении алкоголя испытывает печень как основной 
орган детоксикации �L�����, 2��4��. Повреждение печени 
может происходить не только при единовременном воз-
действии большой дозы алкоголя, но и при хроническом 
потреблении малых доз �Ro���o�����í��z, �oy��A����o��, 
2�1���. Подобное воздействие алкоголя способно приво-
дить к жировой дистрофии печени, фиброзу и в итоге к 
алкогольному циррозу печени и даже гепатоцеллюлярной 
карциноме ������ �� ���., 2�12��. Важно отметить, что до 
этапа алкогольного цирроза повреждения печени носят 
обратимый характер, что актуализирует развитие методов 
ранней диагностики повреждений органа.

Вместе с тем наравне с развитием методов выявления 
патологии и определения ее стадии остро стоит вопрос 
развития методов контроля эффективности лечебных и 
профилактических средств. Основными требованиями 
к таким методам служат малая инвазивность и высокая 
информативность. К ним можно отнести метод спек-
троскопии ЯМР. В настоя�ее время ведутся работы, 
направленные на применение спектроскопии ЯМР для 
диагностики повреждений печени или мозга при анализеанализе 
образцов крови и/или мочи �G�k�, W����o�, 2�14��. Это воз-
можно благодаря тому, что ЯМР позволяет получать коли-
чественную информацию о большом числе метаболитов, 
вовлеченных в разные метаболические пути. �то, в свою 
очередь, помогает найти критические точки в обменных 
процессах, воздействие на которые может минимизиро-
вать негативное влияние алкоголя или эффективно коррек-
тировать уже сложившееся метаболическое нарушение. 
Вопрос применения спектроскопии ЯМР тканей печени в 
качестве диагностического метода остается дискуссион-
ным и открытым, но на данном этапе развития он может 
выступать в роли технологического сопровождения при 
проверке эффективности экспериментальных препаратов, 
проходя�их доклинические испытания на животных, а 
также при фенотипировании генетических линий живот-
ных, склонных к врожденным нарушениям метаболизма.

Прекра�ение потребления алкоголя и назначение спе-
циальной диеты на поздних стадиях развития патологии 

не приводят к выздоровлению, для этого требуется эф-
фективная лекарственная терапия. Для восстановления 
нормальной функции печени разрабатываются препараты, 
обладаю�ие гепатопротекторными свойствами. Боль-
шинство из них направлено на восстановление мембран 
клеток �фосфолипиды�� или компенсацию отдельных 
метаболитов, вовлеченных в процессы детоксикации. 
Вместе с тем в качестве гепатопротекторных не раз 
использовались препараты растительного происхожде-
ния �K������ov� �� ���., 2�14� ���é� �� ���., 2�1���� экстракт 
древесины маакии амурской �Maa�kiae a�urensis ligni��, 
экстракт плодов расторопши пятнистой �Silybi �ariani 
�ru�tuu���. Эффективность таких препаратов может за-
ключаться в содержании в экстрактах целого комплекса 
биологически активных компонентов. К ним относится 
Рейши �в соответствии с названием, принятым в китай-
ской медицине��, который изготавливается из экстракта 
гриба Ganoder�a lu�idu�. Рейши успешно используется 
для лечения хронических заболеваний печени различной 
этиологии. Предполагается, что за�иту от повреждений 
печени, вызванных токсинами или этанолом, обеспечива-
ют входя�ие в состав Рейши тритерпеноиды и полисаха-
риды �G�o �� ���., 2�����. Тритерпеноиды обладают антиок-
сидантной активностью и способны связывать свободные 
радикалы �W��� �� ���., 2���� ��� �� ���., 2��8��, а полисаха-
риды эффективно ингибируют развитие окислительного 
стресса в мозге при гипоксии и реоксигенации ����o �� 
���., 2��4��. Терапевтическая эффективность Рейши была 
также продемонстрирована на моделях гепатостеатоза 
������ �� ���., 2��1�� и экспериментально индуцированного 
фиброза печени �W� �� ���., 2�1���.

В данном исследовании была проведена in vitro спек-
троскопия ЯМР 1Н тканей печени крыс линии ��������
��w���y после хронического потребления небольших доз 
алкоголя �1� %�й этанол�� и совместного приема алкоголя 
с Рейши. Данные спектроскопии in vitro были сопоставле-
ны с полученными на тех же животных показателями про-
лиферативной активности печени ����v����v �� ���., 2�1���.

Материалы и методы
Моделирование хронического воздействия алкоголя 
и лекарственная терапия выполнены на 29 лабораторных 
крысах аутбредной линии ����������w���y в возрасте 
8��9 нед на базе Центра генетических ресурсов лабора-
торных животных ИЦиГ СО РАН �R��E����1914X���� 
и R��E����2114X��1���. Животных содержали по одному 
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в индивидуально вентилируемых 
клетках высотой 2�,� см и пло�а-
дью 929 см2 �O���RAT ����, �������� 
R�v�� L��o���o����, Франция�� при 
свободном доступе к воде и гранули-
рованному корму для лабораторных 
грызунов ����категории ��ара� �ЗАО 
�Ассортимент�Агро�, Россия��, ис-
кусственном фотопериоде 14С � 1�Т, 
температуре 22��24 °С и влажности 
4����� %. В качестве подстилочного 
материала использовались сухие 
обеспыленные опилки �ООО �Аль-
бион�, г. Новосибирск��. Корм и под-
стилку перед использованием авто-
клавировали при температуре 121 °С. 
Для поения животных использовали 
деионизированную воду, получен-
ную на установке ��������o��, после 
обога�ения минеральной добавкой 
�Северянка� �ООО �Эко�Проект�, 
г. Санкт�Петербург��.

В качестве лекарственной терапии 
в данной работе использовали экс-
тракт гриба Рейши, который относит-
ся к виду Ganoder�a lu�idu�. Данный 
гриб был собран в Алтайском крае, 
высушен и измельчен до размера 
частиц не более 1�� мкм ��A����, 
ЗАО �V�, Россия��. Затем сухие из-
мельченные грибы разводили в 1 мл 
деионизированной воды, полученной 
на установке ��������o��. Необходимая 
концентрация Рейши составляла 
1�� мг/кг �Kwo�, K��, 2�11��, посколь-
ку средний вес животных на момент 
начала исследования составлял ��� г, 
концентрация грибов в суспензии 
выбрана равной �� мг/ мл. Суспензия 
приготавливалась ежедневно непо�
средственно перед использованием, 
затем препарат вводился с помо�ью 
желудочного зонда.

Животные были разделены на три 
группы�

1�� экспериментальная �� алкоголь + 
Рейши� животным �n = 9�� внутриже-
лудочно вводили по 1 мл раствора 
Рейши каждый день. С ��го по 2��й 
дни эксперимента животные получа-
ли 1� %�й этанол. Для этого в начале 
темнового периода поилки с водой из 
клеток заменяли на поилки с 1� %�м 
этанолом. �ерез 1� ч животным воз-
вра�али воду и убирали этанол. Пот-
ребление воды и алкоголя измеряли 
ежесуточно взвешиванием поилок�

2�� экспериментальная группа �� ал-
коголь� вместо Рейши животные 
�n = 1��� получали внутрижелудочно 

воду. С ��го по 2��й дни эксперимента, как и в предыду�ей группе, животные 
получали 1� %�й этанол, который давали в соответствии с описанным выше 
протоколом�

��� контрольная группа� животные �n = 1��� получали с 1�го по ��й дни экс�
перимента воду внутрижелудочно, с ��го по 2��й дни �� в поилках, которые 
меняли, но в них была только вода.

На 27�й день эксперимента крысы были умер�влены, печень извлекали 
и замораживали при ��8� °С �кельвинатор, �A�YO �����94�� для дальней-
шего анализа с помо�ью in vitro спектроскопии ЯМР 1H. Непосредственно 
перед спектроскопией образцы размораживали и подготавливали в соответ�
ствии со следую�им протоколом� 1�� гомогенизация ткани �гомогенизатор 
Поттера �� Эльвейема, 7� мг ткани, 7�� мкл 8� %�го этанола��� 2�� обработка 
ультразвуком �ультразвуковой прибор Q�o���� q7��, ��� Вт, � мин��� ��� пере-
мешивание на шейкере ���o��� Vo���x V�1 �����, � мин��� 4�� центрифугирование 
�E��E��OR� ���������� �81�R, �� мин, 4� °С, 1� 2�� об./мин��� ��� отделе-
ние части пробы, не выпавшей в осадок� ��� удаление водонерастворимых 
ве�еств� для лучшего разделения на фракции к этанольной экстракции 
добавляли хлороформ �������A�������, США�� и воду ���������o���� в пропор-
циях 1 � 1� 7�� центрифугирование �E��E��OR� ���������� �81�R, �� мин, 
4� °С, 1� 2�� об./мин��� 8�� повторение стадий ����, ����, �7��� 9�� отделение верх-
ней водорастворимой фракции� 1��� дегидратация на вакуумном испарителе 
�RV� 2�2� �� ����� ��������, 24 ч, 2�� °С, 1 ��� об./мин��� 11�� после деги� 
дратации ве�ество растворяли в дейтерированной воде �99,9 %, ������А�������, 
��� мкл��, затем перемешивали на шейкере ���o��� Vo���x V�1 ����� � мин�� 
и обрабатывали ультразвуком �ультразвуковая ванна Сапфир, 2� мин��.

Спектроскопия ЯМР 1Н выполнена на высокопольном спектрометре ���k�� 
Av���� ������ 7�� �Гц, оборудованном криодатчиком ��yo��o�� ��o���y. Для по-
лучения спектров ЯМР 1Н использовалась одноипульсная последовательность 
�9� ° импульс длительностью 7,7 мкс��, после чего записывался спад свободной 
индукции, задержка между накоплениями составляла 17 с. Продолжительность 
накопления составила 1 ч � мин, включала 4 пустых скана и 128 сканов накоп-
ления. На рисунке приведен типичный спектр метаболитов печени.

С помо�ью баз данных ��o��o������ �������� R��o����� ���� ���k, H���������� R��o����� ���� ���k, H�-
��� �����o��o�� ���� ���� и литературного анализа �Ro��������� и литературного анализа �Ro�������� �� ���., 2��8� 
��y��o��o� �� ���., 2�11� ���� �� ���., 2�1��� путем сравнения спектров, полученных 
в отдельности для каждого ве�ества из баз данных, и экспериментальных �про-
грамма, используемая для сравнения, написана на ������� И.В. Коптюгом�� были 
идентифицированы метаболиты, соответствую�ие наиболее интенсивным пи-
кам в спектрах ЯМР. Помимо сравнения с базами данных, для проверки часть 
метаболитов �аланин, валин, глицин, глутатион, глутамин, изолейцин, креатин, 
лейцин, пролин, фенилаланин, холин, тирозин, ��глюкоза и НАД, ������
А��������� добавляли в исследуемый образец для установления концентрацион-
ной зависимости, что служило критерием достоверности соотнесения пиков.

Для определения концентрации было проведено суммирование пло�адей 
пиков, относя�ихся к каждому из выделенных метаболитов. Полученные в хо-

Спектр экстракта мета�олитов ткани пе�ени крысы Я�Р 1H �00 �Гц.

И
нт

ен
си

вн
ос

т��
�� о

тн
. е

д.

Хими�еский сдвиг�� �Д
234



1H Я�Р пе�ени крыс при воздействии 
алкоголя и Рейши

�.С. ��рестина�� О.Б. Шевелев�� И.В. ��опт�г��  
л.�. Герлинская�� С.е. �ел��тек�� �.е. �кулов

502 Вавиловский журнал генетики и селекции • 19 • 4 • 2015

де интегрирования данные обрабатывались с помо�ью 
пакета статистических методов ���������� �.�. Для уста-
новления принадлежности экспериментальных данных 
к нормальному распределению использовался критерий 
Колмогорова �� Смирнова. Данные были представлены 
в виде средних величин со среднеквадратичными ошиб-
ками. Установление достоверных различий средних для 
метаболитов между группами проведено с помо�ью 
множественного сравнения средних �L���тест��. Взаимо-
зависимость между содержанием метаболитов и числом 
двуядерных гепатоцитов оценивали по коэффициенту 
ранговой корреляции Спирмена.

Результаты
Хроническое потребление небольших доз алкоголя при-
водило к снижению уровня ряда аминокислот, валина, 
глицина, изолейцина, лейцина, а также лактата, холина, 
и повышению уровня ТМАО �таблица��. Прием Рейши 
на фоне потребления алкоголя восстанавливал уровни 
валина, глицина, ТМАО, при этом уровни изолейцина, 

лейцина, лактата и холина оставались измененными отно-
сительно контроля. Вместе с тем в группе алкоголь + Рей-
ши отмечалось увеличение, в сравнении с контролем, 
НАД, АТФ, УТФ, сукцината, пиранозы и ацетата.

Обсуждение
Проведенный ранее анализ показал, что использованная 
в работе доза алкоголя не вызывала патологических изме-
нений печени, а лишь стимулировала процессы пролифе-
рации как адаптивную реакцию органа на повышенную 
функциональную �в данном случае детоксицирую�ую�� 
нагрузку ����v����v �� ���., 2�1���. Вместе с тем даже при 
столь умеренной дозе алкоголя методом спектроскопии 
ЯМР 1Н были установлены су�ественные изменения 
в содержании ряда метаболитов печени. Прежде всего, 
обра�ает на себя внимание падение концентрации ряда 
аминокислот� глицина, лейцина, изолейцина и валина, 
три из которых �лейцин, изолейцин и валин�� относятся 
к незаменимым аминокислотам с разветвленными цепоч-
ками �� ��AA ��������������� A���o A������. Как известно, 

Содержание мета�олитов в пе�ени контрол��ных и экспериментал��ных групп крыс (у. е.�

�ета�олит ��онтрол�� (n = 10� �лкогол�� (n = 10� �лкогол�� + Рейши (n = 9�

�тФ 9��5 ± 0��� 9��� ± 0��� 11��5 ± 1��0

�ргинин 5��9 ± 0��� 6��2 ± 0��3 6��9 ± 0��2

�цетат 6��6 ± 0��5 6��2 ± 0��4 ���2 ± 0��9#

�ланин 30��0 ± 0��� 26��� ± 1��2 2���1 ± 2��0

Валин 14��� ± 0��6 11��� ± 0��6* 12��� ± 0��6

Гистидин 3��2 ± 0��3 3��2 ± 0��2 3��5 ± 0��1

Глицин 32��2 ± 1��9 26��2 ± 1���* 31��2 ± 2��1

Глутатион 2��� ± 0��2 3��1 ± 0��2 2��� ± 0��2

Глутамин 59��2 ± 2��� 54��9 ± ���0 63��5 ± 1��9

Глутамат 13��2 ± 1��0 13��� ± 0��5 14��4 ± 0���

Изолейцин 9��� ± 0��4 ���6 ± 0��3* ���3 ± 0��5*

��реатин 5��0 ± 0��6 4��3 ± 0��4 4��5 ± 0��4

лактат 292��1 ± 9��5 24���0 ± 6��9* 249��4 ± 9��2*

лейцин ���1 ± 0��3 6��� ± 0��2* 6��� ± 0��3*

�ио-инозитол 41��9 ± 2��4 40��3 ± 2��5 42��5 ± 3��1

naD 6��2 ± 0��4 6��� ± 0��6 ���9 ± 0��4*

�ролин ���6 ± 0��� ���2 ± 0��4 ���� ± 0��4

Сукцинат 35��9 ± 2��6 31��9 ± 0��� 40��0 ± 2��9#

TMao 123��5 ± 14��2 194��4 ± 10��1* 14���3 ± 15���#

утФ 1��2 ± 0��3 1��2 ± 0��2 3��1 ± 0���* #

Фенилаланин 4��� ± 0��4 4��0 ± 0��2 4��9 ± 0��4

Фумаровая кислота 1��3 ± 0��2 1��4 ± 0��1 1��3 ± 0��2

Холин 25��4 ± 1��� 1���0 ± 1��2* 1���3 ± 1��4*

α-пироноза 161��� ± 3��1 15���9 ± 3��3 1�1��0 ± 4��2#

β-гидрокси�утират 1��9 ± 0��1 1��9 ± 0��1 2��0 ± 0��1

α-гидрокси�утират 4��4 ± 0��3 3��� ± 0��2 4��2 ± 0��3

* – Достоверное отли�ие от контроля�� p < 0��05; # – достоверное разли�ие между группами алкогол�� и алкогол�� + Рейши�� p < 0��05. В о�оих слу�аях 
испол��зовался lSD-тест.
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��AA являются исходным продуктом, необходимым для 
синтеза белка, субстратом для выработки энергии или 
синтеза иных аминокислот, в особенности глутамина 
и аланина, а также участвуют в сжигании излишних 
жиров за счет повышения лептина в адипоцитах ������o�, 
�ox, 2��8��. Пониженный уровень этих аминокислот 
под влиянием алкоголя может быть трактован в пользу 
предположения о расходовании их на синтез белка, по�
скольку, как показали гистологические препараты печени 
исследованных животных, на этой стадии происходит 
увеличение числа двуядерных гепатоцитов ����v����v �� 
���., 2�1���. Вовлеченность данных аминокислот в процесс 
пролиферации подтверждается тем, что у крыс, получав-
ших алкоголь, отмечены статистически значимые коэф-
фициенты корреляции с числом двуядерных гепатоцитов 
для содержания в печени изолейцина �� = ���,�1, p < �,���� 
и лейцина �� = ���,��, p < �,����, а для крыс, получавших 
алкоголь и Рейши, �� валина �� = ���,��, p < �,���� и изолей-
цина �� = ���,71, p < �,�1��.

Усиленное деление клеток приводит к увеличению раз-
меров печени �� это приспособительная реакция организма 
в борьбе с длительной токсической нагрузкой, поскольку 
имею�ейся емкости механизмов, способных нейтра-
лизовать определенное количество этанола в единицу 
времени, становится недостаточно. Подобное снижение 
концентрации аминокислот также продемонстрировано 
в работах с хроническим воздействием больших доз ал-
коголя �J��� �� ���., 2�12� ���y�k����ov� �� ���., 2�1���. При 
этом в ряде работ показано положительное влияние на 
метаболизм печени увеличения в рационе питания ��AA 
�������������� �� ���., 2��9� K��o �� ���., 2�1���.

Е�е одним метаболитом, концентрация которого 
снизилась в ответ на воздействие алкоголя, является хо-
лин, участвую�ий в синтезе фосфолипидов клеточных 
мембран. Уменьшение холина может свидетельствовать 
о повышенном запросе на него в организме при актив-
ном клеточном делении ��o������� �� ���., 2�1���, что хорошо 
согласуется с отрицательной корреляцией между уров-
нем холина в печени и числом двуядерных гепатоцитов 
в группах крыс, получавших алкоголь �� = ���,�1, p < �,���� 
и алкоголь в сочетании с Рейши �� = ���,�9, p < �,����.

В группах животных, получавших алкоголь и алко-
голь + Рейши, наблюдается уменьшение концентрации 
лактата, уровень которого отрицательно коррелирует 
� числом двуядерных гепатоцитов� � = ���,�1 �p < �,���� для 
группы алкоголь и � = ���,�� �p < �,���� �� для группы алко-
голь + Рейши. Этот факт отражает расходование лактата 
на синтез глюкозы через превра�ение в пируват, который 
в процессе глюконеогенеза синтезируется в глюкозу. Так 
как концентрация лактата уменьшается, то нужно рас-
сматривать его участие в глюконеогенезе, но известно, 
что потребление этанола ингибирует этот процесс на 
4� % ������� �� ���., 1998��. Помимо литературных данных, 
в нашем исследовании также не наблюдается повыше-
ния концентрации α�пиранозы. Таким образом, нужно 
рассматривать другие метаболические пути, в которых 
участвует пируват, являю�ийся промежуточным звеном 
многих процессов. Он может перейти в ацетил�КоА, ко-
торый участвует в цикле Кребса, либо служит отправной 
точкой в синтезе жирных кислот и кетоновых тел. Также 

он может расходоваться на образование оксалоацетата 
или малата. Так как изменение лактата однонаправленно 
с изменением холина и α�гидроксибутирата, то можно 
предположить, что уменьшение лактата приводит к уве-
личению ацетил�КоА, синтезу и накоплению жирных 
кислот в печени. Такое же изменение уровня лактата при 
воздействии алкоголя было продемонстрировано в работе 
����o���� с соавт. �2��8��.

Е�е одно обстоятельство, которое следует рассматри-
вать при анализе in vitro метаболитов энергетического 
обмена �лактат, НАД, УТФ и др.��, связано с их чрезвы-
чайно высокой динамичностью, в частности активация 
гликолиза и соответствую�ее увеличение концентрации 
лактата в тканях развиваются до значимых уровней 
в течение нескольких секунд. Поэтому при большей ин-
тенсивности энергообмена можно наблюдать увеличение 
уровня лактата, обусловленное временем от момента забоя 
животного до поме�ения органа в холод.

Единственным увеличившим свою концентрацию ме-
таболитом при воздействии алкоголя стал ТМАО. Р. Коэт 
и его коллеги провели исследование �Ko��� �� ���., 2�1���, 
в ходе которого животных кормили пи�ей, обога�енной 
ТМАО. В результате было обнаружено, что ТМАО изменя-
ет метаболизм холестерина в кишечнике, печени и стенке 
артерии. В присутствии T�AO метаболизм холестерина 
увеличивается и происходит его повышенное накопление. 
При этом показано, что чрезмерное употребление продук-
тов  с большим содержанием ТМАО �морепродукты, яйца, 
красное мясо, соя, некоторые энергетические напитки��, 
а также его предшественников, карнитина или лецитина, 
может привести к формированию атеросклеротических 
бляшек �T��� �� ���., 2�1���. Это позволяет сделать вывод 
о том, что избыток ТМАО может приводить к накопле-
нию жиров.

Сочетанный прием алкоголя и Рейши поддерживает 
концентрацию ТМАО, глицина и валина на уровне кон-
трольных значений. Подобный эффект не может быть 
объяснен увеличенным поступлением этих ве�еств 
в организм в составе Рейши. Хотя есть работы, показы-
ваю�ие наличие целого ряда аминокислот в экстракте 
гриба Ganoder�a lu�idu� �W�� �� ���., 2�1���, содержание 
их низкое, а количество экстракта, вводимого животным, 
мало и в сравнении с аминокислотами пи�и, доступной 
животным в эксперименте, и составляет отношение 
1 � � ���. Подобное влияние, однако, можно объяснить 
повышением в тканях печени при приеме Рейши таких 
энергетических субстратов, как НАД, УТФ, сукцинат и 
α�пираноза, что, в свою очередь, может снижать пролифе-
ративную активность гепатоцитов ����v����v �� ���., 2�1���.

Таким образом, наше исследование демонстрирует 
возможность обнаружения методом in vitro спектроскопии 
ЯМР 1H раннего изменения метаболического профиля 
печени при длительном воздействии небольших доз 
алкоголя. Также при помо�и данного метода удалось 
установить положительные эффекты гепатопротектор-
ного препарата растительного происхождения Рейши. 
Его прием приводит к частичному восстановлению ме�прием приводит к частичному восстановлению ме�приводит к частичному восстановлению ме-
таболических отклонений, возникших при хроническом 
воздействии алкоголя. Полученные данные открывают 
перспективы применения спектроскопии ЯМР для провер-
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ки эффективности экспериментальных препаратов, про-
ходя�их доклинические испытания на животных, а также 
при фенотипировании генетических линий животных, 
склонных к врожденным нарушениям метаболизма.
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