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Изучены последствия гипоксического воздействия на 2 сут постнатальной жизни (модель недоношен-
ной беременности человека) на поведение в тесте “открытое поле” и активность гипоталамо-гипофи-
зарно-адренокортикальной системы (ГГАС) у крыс адолесцентного возраста, а также возможность
коррекции выявленных нарушений введением после гипоксического воздействия производного
ГАМК салифена (аддукт γ-амино-β-фенилмаслянной и салициловой кислот). Показано, что после ги-
поксического воздействия наблюдается нарушение тормозных механизмов в ЦНС, проявляющееся в
отсутствие торможения двигательной активности в открытом поле, а также в повышенной и пролонги-
рованной стрессорной реакции ГГАС. Введение салифена в дозе 15 мг/кг в течение 14 дней после ги-
поксического воздействия эффективно восстанавливало тормозные процессы, за исключением повы-
шенной гормональной стрессорной реактивности. Обсуждаются возможные механизмы терапевтиче-
ских эффектов салифена.
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ВВЕДЕНИЕ

Перинатальная гипоксия у доношенных и осо-
бенно у недоношенных детей проявляется в даль-
нейшей жизни в виде различных неврологических
нарушений, ухудшения процессов внимания, обуче-
ния и памяти [1]. Подобные нарушения диагностиру-
ются как в ювенильном возрасте, так и в адолесцент-
ный период развития [2]. Последний период, сопря-
женный с половым созреванием, характеризуется
интенсивной реорганизацией мозга и поведения,
повышенной реактивностью к различным стрессо-
генным факторам [3, 4]. Показано, что в это время
продолжается развитие многих гормональных си-
стем, в том числе гипоталамо-гипофизарно-адре-
нокортикальной системы (ГГАС) [5], гормоны ко-
торой являются важнейшей составляющей адап-
тивных процессов в организме. Повышенная
стрессорная реактивность ГГАС, несвоевременное
торможение стрессорного ответа и, как следствие,
деструктивное действие глюкокортикоидных гор-
монов на головной мозг и другие органы и системы

организма служат причиной возникновения мно-
гочисленных болезней адаптации [6].

В связи с тем что последствия перинатальной
гипоксии представляют значительную медицин-
скую и социальную проблему, поиск эффективных
методов коррекции таких последствий весьма ак-
туален. Наиболее обоснованным подходом для по-
иска путей коррекции постгипоксических наруше-
ний является подход, основанный на данных о ме-
ханизмах и мишенях воздействия гипоксии. В этом
отношении наибольшее внимание привлекают
препараты, обладающие эндотелиопротекторны-
ми свойствами, поскольку от состояния эндоте-
лиоцитов зависит не только проницаемость гема-
тоэнцефалического барьера, но и адекватность
кровоснабжения головного мозга в целом [7].

Ранее нами была разработана клинически и фи-
зиологически обоснованная модель одного из по-
следствий перинатальной гипоксии – энцефало-
патии новорожденных с учетом особенностей не-
доношенных детей. С использованием этой модели
было показано, что после перинатальной гипоксии
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происходят значительные морфологические изме-
нения элементов стенки сосудов микроциркуля-
торного русла неокортекса и, в частности, эндоте-
лиоцитов [8]. Выявленные изменения микроцир-
куляторного русла эффективно корректировались
путем введения крысятам после гипоксического
воздействия салифена [9], который представляет
собой аддукт γ-амино-β-фенилмаслянной и сали-
циловой кислот [10]. Кроме того, эффективность
салифена была показана в отношении рефлектор-
ной деятельности и поведения ювенильных крысят
в ранние сроки после перенесенной гипоксии [11].

В настоящем исследовании было изучено дей-
ствие перинатальной гипоксии у крысят на 2-й
день жизни (модель недоношенной беременности)
на характер гормонального и поведенческого
стрессорного ответа в адолесцентном возрасте.
О гормональной составляющей стрессорного отве-
та судили по динамике стрессорной активности
ГГАС, позволяющей оценить как процесс актива-
ции системы, так и степень торможения после
стрессорной активации [12]. Поведенческий стрес-
сорный ответ выявляли с помощью теста “откры-
тое поле” с усиленной стрессогенностью новой
остановки.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Работа выполнена на новорожденных крысах
самцах линии Вистар, популяция которых поддер-
живается в Институте физиологии им. И.П. Павло-
ва РАН. Крысята находились в пометах с матерями
в стандартных условиях вивария без ограничения в
доступе к воде и пище. При проведении экспери-
ментов соблюдались требования, сформулирован-
ные в Директивах Совета Европейского сообщества
(86/609/ЕЕС) об использовании лабораторных жи-
вотных. Протоколы опытов были утверждены Ко-
миссией по гуманному обращению с животными
Института физиологии им. И.П. Павлова РАН.

На 2-й день жизни крысята подвергались воз-
действию нормобарической гипоксии в барокаме-
ре при содержании в дыхательной смеси кислорода –
7.6–7.8%, углекислого газа – 0.15–0.21%, азота –
91.8%, при температуре – 21.3–23°С. Длительность
воздействия составляла 1 ч. Контрольных крысят
также помещали в барокамеру на 1 ч, но без гипо-
ксического воздействия. Далее крысят содержали в
пометах с матерями до 30-дневного возраста, а за-
тем по 6–7 особей в клетке.

Крысята, подвергнутые воздействию гипоксии,
были разделены на 3 группы. Первая группа через
сутки после помещения в барокамеру получала
подкожные инъекции салифена в дозе 15 мг/кг в
течение 14 дней. Второй группе в эти же сроки вво-
дили физиологический раствор. Третья группа
инъекций не получала, что дало возможность раз-
делить эффекты самого гипоксического воздей-

ствия и хэндлинга, который сопровождал инъек-
ции. Контрольным животным также вводили фи-
зиологический раствор.

В возрасте 45 дней у крысят контрольной и под-
опытной групп определяли поведенческую реак-
тивность при помещении в новую обстановку с по-
вышенной стрессогенностью ситуации. Для этого
животных помещали в центр открытого поля, ко-
торое представляло собой четырехугольную камеру
размером 90 × 90 × 50 см, пол которой был расчер-
чен на 30 квадратов размером 15 × 15 см каждый.
В центре “поля” на высоте 50 см помещали источ-
ник света (100 Вт), создающий дополнительный
стрессорный фактор, поскольку крысы как ночные
животные избегают пространства с повышенной
освещенностью. В этом тесте в течение 5 мин реги-
стрировали следующие параметры: число пересе-
ченных квадратов, число вертикальных стоек, про-
должительность груминга и замирания, а также
продолжительность пребывания животного в цен-
тре камеры как показатель уровня тревожности.
Двигательную активность (число пересеченных
квадратов) учитывали в каждую минуту теста.

Динамику стрессорного ответа ГГАС на стресс
новизны обстановки оценивали после тестирова-
ния крыс в открытом поле. С этой целью из хвосто-
вой вены отбирали пробы крови через 30 и 180 мин
от начала тестирования. Первый временной интер-
вал позволяет судить о максимальной выраженно-
сти стрессорного ответа, второй – о торможении
ГГАС после стрессорной активации [12]. Далее
пробы крови центрифугировали при 2500 об/мин,
а плазму хранили при 20°С до момента определе-
ния содержания в ней кортикостерона. Тесты вы-
полняли в одно и то же время суток с 12-00. В каж-
дой группе было 6–7 животных.

Содержание кортикостерона в плазме крови
определяли иммуноферментным методом с ис-
пользованием стандартных наборов (“Хема-Меди-
ка”, Россия).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием однофакторного дисперси-
онного анализа (ANOVA, пакета программ “STA-
TISTICA 8.0”) с последующими парными post-hoc
сравнениями (Dunnett’s тест) отдельных групп.
В качестве критерия достоверности принимали
p < 0.05. Результаты представлены в виде среднего
арифметического ± стандартная ошибка.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведенные исследования показали, что об-

щее число пересеченных квадратов поля не разли-
чается у контрольных и подопытных групп живот-
ных (рис. 1б). Однако анализ числа пройденных
квадратов в каждую минуту теста позволил вы-
явить существенные различия в динамике локомо-
торной активности исследованных групп живот-
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ных (рис. 1а). Так, по сравнению с контрольными
крысами животные, подвергнутые воздействию
перинатальной гипоксии, более длительное время
сохраняют высокую двигательную активность.
Различия касались 4-й и 5-й мин теста. В то же вре-
мя крысы, которым после воздействия гипоксии
вводили салифен, быстрее тормозят двигательную
активность в новой обстановке, что проявлялось
уже на 2-й мин тестирования. Стоит отметить, что
крысы, которым после гипоксического воздей-
ствия вводили физиологический раствор, не отли-
чались по динамике двигательной активности от
крыс только с воздействием гипоксии. Число вер-
тикальных стоек и продолжительность груминга не
различались у исследованных групп животных
(рис. 2а, 2в). Вместе с тем продолжительность пре-
бывания в центре поля крыс, перенесших перина-
тальную гипоксию, была снижена, что свидетель-
ствует о повышенном уровне тревожности этих
животных (рис. 2б). У крыс, которым после гипо-
ксического воздействия вводили салифен, была об-
наружена повышенная продолжительность замира-
ния (рис. 2г).

Существенные различия между исследованны-
ми группами животных были обнаружены и при
изучении динамики стрессорного ответа ГГАС
(рис. 3). В связи с тем, что при тестировании жи-
вотных в открытом поле мы не обнаружили значи-
мых различий между крысами, подвергнутыми пе-
ринатальной гипоксии и крысами, которым после
гипоксического воздействия вводили физиологи-
ческий раствор, при исследовании функции ГГАС
эти животные были объединены в общую группу.
У крыс с воздействием гипоксии выявлены повы-
шение базального уровня кортикостерона и стрес-
сорной реактивности и менее выраженное тормо-
жение системы после стрессорной активации. Вве-
дение салифена, не влияя на уровень стрессорной

реактивности, которая сохранялась повышенной,
существенно усиливало торможение ГГАС после
стрессорной активации.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенные исследования показали, что гипо-
ксическое воздействие, перенесенное в перина-
тальный период развития, проявляется у крыс адо-
лесцентного возраста в существенном изменении
поведенческого и гормонального ответа на стрес-
согенный стимул. Эти изменения в целом можно
охарактеризовать как нарушение тормозных про-
цессов в ЦНС. Об этом свидетельствует отставлен-
ное торможение двигательной активности в тесте
“открытое поле” и замедленное торможение ГГАС
после стрессорной активации, выявленное у крыс с
воздействием перинатальной гипоксии. Следует
отметить, что повышение двигательной активно-
сти после перинатальной гипоксии нами было вы-
явлено ранее и у крыс ювенильного возраста [11].
Это свидетельствует о том, что нарушение тормоз-
ных процессов вследствие перинатальной гипо-
ксии проявляется уже в достаточно ранние сроки
после воздействия. Такое нарушение тормозных
процессов может быть обусловлено повреждаю-
щим действием перинатальной гипоксии на
ГАМК-ергические нейроны. Было установлено,
что после воздействия гипоксии в перинатальном
периоде развития в ювенильном и адолесцентном
возрасте у крыс наблюдается значительное сниже-
ние численности ГАМК-ергических интернейро-
нов в сенсомоторной области неокортекса [13]. Эти
нейроны контролируют время возбуждения пира-
мидных нейронов, генерацию кортикальных рит-
мов, организацию сенсорных полей и кортикаль-
ную пластичность [14]. Полагают, что сокращение
численности популяций кортикальных тормозных

Рис. 1. Влияние перинатальной гипоксии и введения салифена на двигательную активность крыс в открытом поле. а –
число пересеченных квадратов в каждую минуту теста (n). 1 – крысы, подвергнутые перинатальной гипоксии, 2 – крысы,
подвергнутые гипоксии и последующему введению физиологического раствора, 3 – крысы, подвергнутые гипоксии и по-
следующему введению салифена; б – суммарное число пересеченных квадратов открытого поля (n). Светлые столбики –
контрольные крысы, темные столбики – крысы после гипоксического воздействия, серые столбики – крысы после гипо-
ксического воздействия и введения физиологического раствора, столбики со штриховкой – крысы после гипоксического
воздействия и введения салифена. * – достоверные (p < 0.05) отличия от контрольных животных.
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интернейронов и снижение их активности могут
служить структурной основой для возникновения
различных нейрологических и психических нару-
шений [15].

Влияние воздействия гипоксии на ранних сро-
ках после рождения на активность ГГАС в отноше-

нии стрессорной активности и регуляции системы
по механизму отрицательной обратной связи было
установлено и в исследованиях других авторов. Так
показано, что перинатальная гипоксия на 2-й день
жизни приводит к повышению стрессорной реак-
тивности системы у ювенильных крысят после те-
стирования их в открытом поле [16], а у взрослых
животных пролонгирует кортикостероновый от-
вет на иммобилизационный стресс [17]. Наши ис-
следования показали, что оба эти нарушения ак-
тивности ГГАС проявляются у крыс адолесцент-
ного возраста после перенесенной перинатальной
гипоксии. Нарушения активности ГГАС вслед-
ствие гипоксического воздействия также может
быть обусловлено нарушением ГАМК-ергиче-
ской трансмиссии в мозге.

ГАМК-ергическим проекциям в паравентрику-
лярное ядро (ПВЯ) гипоталамуса принадлежит су-
щественная роль в регуляции активности ГГАС. Об
этом свидетельствует тот факт, что около 50% всех
синапсов в ПВЯ являются ГАМК-ергическими
[18]. ГАМК-ергические проекции поступают в
ПВЯ не только от различных областей самого ги-
поталамуса, но и от других мозговых структур и,
прежде всего, от ядра ложа конечной полоски (bed
nucleus stria terminalis, BNST) – структуры, осу-
ществляющей связь ПВЯ гипоталамуса с лимбиче-
скими отделами мозга [19]. Было установлено, что
задняя часть BNST, содержащая популяцию

Рис. 2. Поведение крыс в тесте “открытое поле”. а – число вертикальных стоек (n); б – время пребывания животного в
центральных квадратах поля (c); в – продолжительность реакции груминга (c); г – продолжительность замирания (c).
Светлые столбики – контрольные крысы, темные столбики – крысы после гипоксического воздействия, серые столбики –
крысы после гипоксического воздействия и введения физиологического раствора, столбики со штриховкой – крысы по-
сле гипоксического воздействия и введения салифена. * – достоверные (p < 0.05) отличия от контрольных животных.
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Рис. 3. Динамика стрессорного ответа гипоталамо-ги-
пофизарно-адренокортикальной системы у крыс, под-
вергнутых перинатальной гипоксии и введению сали-
фена. По оси абсцисс – время от начала тестирования в
открытом поле. По оси ординат – содержание кортико-
стерона в крови (нмоль/л). Светлые столбики – кон-
трольные крысы, темные столбики – крысы после ги-
поксического воздействия, столбики со штриховкой –
крысы после гипоксического воздействия и введения
салифена. * – достоверные (p < 0.05) отличия от кон-
трольных животных.
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ГАМК-ергических нейронов, оказывает тормозное
влияние на стрессорную активность ГГАС, по-
скольку его разрушение приводило к существенно-
му росту в пределах ПВЯ мРНК кортиколиберина
и вазопрессина и, как следствие, к увеличению со-
держания в крови кортикостерона в ответ на стрес-
сорное воздействие [20]. Учитывая повреждающее
действие перинатальной гипоксии на ГАМК-ерги-
ческие нейроны неокортекса, можно полагать, что
страдают ГАМК-ергические нейроны и других об-
разований мозга и, в частности, BNST. Этим мож-
но объяснить значительное повышение стрессор-
ной реактивности ГГАС, которое мы наблюдали у
крыс с воздействием перинатальной гипоксии.
Следует отметить, что разрушение задней части
BNST не влияло на торможение ГГАС после стрес-
сорной активации. Последнее, в большей мере, за-
висит от функций гиппокампа, который через глю-
кокортикоидные рецепторы принимает участие в
регуляции ГГАС по механизму отрицательной об-
ратной связи [21]. Ранее было установлено, что пе-
ринатальная гипоксия приводит к значительным
нарушениям, выраженным в уменьшении числа
нейронов и сокращении их рядов, в повреждении
значительной части клеток в зубчатой извилине и
поле СА1 гиппокампа у крыс адолесцентного воз-
раста [22]. По всей видимости, уменьшение числа
нейронов в гиппокампе, главным образом, в зубча-
той извилине, снижает ингибиторную функцию
гиппокампа в отношении торможения ГГАС после
стрессорной активации.

Факт вовлеченности ГАМК-ергической транс-
миссии в повреждающее действие перинатальной
гипоксии на поведенческую и гормональную
стресс реактивность подтверждается корректирую-
щими эффектами салифена, вводимого непосред-
ственно после гипоксического воздействия. Сали-
фен оказывает протективное действие не только в
отношении структур гемато-энцефалического ба-
рьера и состояния микроциркуляторного русла не-
окортекса, но и способствует выживаемости
ГАМК-ергических нейронов в этой области мозга
[23]. Следует отметить, что эффективность салифе-
на нами установлена преимущественно для норма-
лизации тормозных процессов, о чем свидетель-
ствует снижение двигательной активности в тесте
“открытое поле” и усиление торможения ГГАС по-
сле стрессорной активации. Однако салифен ока-
зался неэффективным для коррекции повышенной
стрессорной реактивности ГГАС, поскольку макси-
мальный выброс кортикостерона в кровь в ответ на
стрессорное воздействие у животных, получавших
салифен, был столь же высок, как и у животных с
воздействием перинатальной гипоксии. Вероятно,
имеется определенная региональная специфич-
ность в нейропротективном действии салифена, что
нуждается в дальнейшей проверке.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные данные свидетельствуют о том, что

после гипоксического воздействия в перинаталь-
ный период развития наблюдается нарушение тор-
мозных механизмов в ЦНС, проявляющееся в от-
сутствие торможения двигательной активности в
открытом поле, а также в повышенной и пролонги-
рованной стрессорной реакции ГГАС у крыс адо-
лесцентного возраста. Выявленные нарушения мо-
гут быть обусловлены повреждающим действием
гипоксии на ГАМК-ергические нейроны неокор-
текса и других образований мозга. Введение после
гипоксического воздействия производного ГАМК
салифена, обладающего нейропротективными
свойствами, эффективно восстанавливало тормоз-
ные процессы, за исключением повышенной гор-
мональной стресс-реактивности ГГАС.
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Perinatal Hypoxia-Induced Impairments of Behavioral and Hormonal Stress Responses 
in Rats and Their Correction by a Novel GABA Derivative

N. E. Ordyana,#, V. K. Akulovaa, S. G. Pivinaa, V. A. Otellina, and I. N. Tyurenkovb

a Pavlov Institute of Physiology Russian Academy Science, St. Petersburg, Russia
b Volgograd State Medical University, Volgograd, Russia

#E-mail: neo@infran.ru

The negative long-term effects of hypoxic exposure on postnatal day 2 (human incomplete pregnancy model) on
behavior (open field test) and activity of the hypothalamic–pituitary–adrenal (HPA) axis were studied in puber-
tal rats together with the possibility of their correction by posthypoxic administration of a GABA derivative sal-
ifen (an adduct of γ-amino-β-phenylbutyric acid and salicylic acid). It was shown that perinatal hypoxic expo-
sure impairs the inhibitory mechanisms in the CNS as manifested in the absence of motor activity inhibition in
the open field as well as in the enhanced and prolonged stress response of the HPA axis. Posthypoxic adminis-
tration of salifen (15 mg/kg) for 14 days restored efficiently the inhibitory processes except for persistently in-
creased hormonal stress reactivity of the HPA axis. Possible mechanisms underlying the therapeutic effects of
salifen are discussed.

Keywords: model of premature pregnancy, perinatal hypoxia, open field test, HPA axis, GABA derivative, rat
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