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В работе изучали последствия воздействия острой нормобарической гипоксии в раннем
постнатальном периоде развития (2-е постнатальные сутки) на способность к обучению и
экспрессию ГАМКВ-рецепторов в неокортексе (медиальной префронтальной коре) крыс
адолесцентного возраста (55–60-е постнатальные сутки), а также возможность коррекции
выявленных нарушений отечественным препаратом салифеном – производным ГАМК.
Показано, что перинатальная гипоксия ухудшает формирование и сохранение памятного
следа в тестах “распознавание нового объекта” и “условный рефлекс пассивного избега-
ния”, а также снижает способности к пространственному обучению в тесте “водный лаби-
ринт Морриса”. Анализ результатов Вестерн-блоттинга показал увеличение количества
белка ГАМКВ-рецепторов в медиальной префронтальной области неокортекса крыс, под-
вергавшихся перинатальной гипоксии. Введение салифена в течение 14 суток после гипо-
ксического воздействия в дозе 15 мг/кг улучшало когнитивные способности крыс, а также
нормализовало уровень экспрессии белка ГАМКВ-рецепторов в медиальной префронталь-
ной коре крыс. Результаты данного исследования представляют интерес для решения при-
кладной задачи неонатологии – поиска эффективных средств для фармакологической
коррекции последствий перинатальной гипоксии.
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Пренатальное развитие – критически важ-
ный период формирования структур мозга,
вовлеченных в когнитивные функции, вклю-
чая память и обучение. Любые нарушения
этого процесса могут привести к изменению
функционирования нейронных сетей, имею-
щему долгосрочные последствия (Babenko
et al., 2015; Desplats, 2015). Наиболее частой
причиной патологии развития головного моз-
га является гипоксия-ишемия плода и ново-
рожденного (Пальчик, Шабалов, 2006). К
настоящему времени накоплен большой
массив данных в клинической практике и
фундаментальной науке о последствиях ги-
поксии/ишемии плода и новорожденного,
включающих чрезвычайно широкий спектр

нарушений структуры и функций головного
мозга, которые проявляются в виде мотор-
ных, психических и когнитивных отклонений
в последующем онтогенезе и определяются
как перинатальная энцефалопатия (Володин
и др., 2001; Семченко и др., 1999; Nalivaeva et al.,
2018; Zhuravin et al., 2019). Понимание механиз-
мов формирования патологических состояний
развивающегося мозга вследствие перенесен-
ной перинатальной гипоксии важно для разра-
ботки стратегий фармакотерапии данных ано-
малий развития, поскольку в настоящее время
в реестре лекарственных препаратов отсутству-
ют средства для фармакологической коррек-
ции структурных повреждений мозга, являю-
щихся последствием воздействия гипоксии в
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ранний послеродовой период. Исследования в
моделях на животных дают бесспорные пре-
имущества для решения этой задачи.

Установлено, что перинатальная гипоксия
провоцирует пролонгированную гибель ней-
ронов и последующее сокращение численно-
сти популяций нейронов в разных областях
неокортекса (Моргун и др., 2013; Отеллин
и др., 2012; Nalivaeva et al., 2018; Northington
et al., 2011; Peña, Ramirez, 2005), причем особо
уязвима к гипоксии популяция ГАМК-ерги-
ческих нейронов (Хожай, Отеллин, 2014;
Louzoun-Kaplan et al., 2008; Nisimov et al., 2018;
Robinson et al., 2006). В развивающемся мозге
γ-аминомасляная кислота (ГАМК) является
основным нейромедиатором, а ГАМК-ерги-
ческая трансмиссия играет принципиальную
роль в регуляции нейро- и синаптогенеза на
ранних стадиях развития (Gaiarsa et al., 2011;
Gozlan, Ben-Ari, 2003; Wu, Sun, 2015). Полага-
ют, что спровоцированное гипоксией наруше-
ние ГАМК-ергической трансмиссии в развива-
ющемся мозге может являться одной из причин
неврологических отклонений в детском воз-
расте и впоследствии, во взрослой жизни (Rob-
inson et al., 2006; Van de Berg et al., 2003).

ГАМК реализует свои эффекты через акти-
вацию ионотропных ГАМКА/ГАМКС- и мета-
ботропных ГАМКВ-рецепторов (Bettler et al.,
2004; Macdonald, Olsen, 1994). В последние го-
ды особое внимание уделяется изучению роли
так называемых медленных метаботропных
ГАМКВ-рецепторов в механизмах памяти и
обучения и при нарушении этих процессов, в
том числе в результате перинатальной гипо-
ксии (Enna, Bowery, 2004; Heaney, Kinney,
2016; Kumar et al., 2013), а также в связи с раз-
работкой методов фармакологической кор-
рекции постгипоксических повреждений
мозга новорожденных. Нарушения функ-
ции/активности ГАМКВ-рецепторов сопро-
вождают значительное число неврологических
и психиатрических расстройств, а сами рецеп-
торы рассматриваются как мишень для разра-
ботки терапевтических подходов к лечению
широкого спектра нарушений структуры и
функций головного мозга различного генеза
(Fritzius, Bettler, 2020; Heaney, Kinney, 2016).
Исследования роли ГАМКB-рецепторов в ко-
гнитивных процессах отличает крайняя про-
тиворечивость полученных данных, однако
все авторы сходятся во мнении, что надлежа-
щее функционирование ГАМКВ-рецепторов –
необходимый компонент обучения.

Реакции ГАМКВ-рецепторов на воздей-
ствие гипоксии исследованы крайне мало и в
основном в гиппокампе, а работы, посвящен-
ные изучению роли кортикальных ГАМКВ-ре-
цепторов в постгипоксических нарушениях
мозга, в мировой литературе единичны.

В наших предыдущих исследованиях воз-
действия перинатальной гипоксии на мозг
лабораторных животных был обнаружен ней-
ропротективный эффект нового отечествен-
ного препарата салифена (Миронова и др.,
2019; Отеллин и др., 2016), разработанного на
кафедре органической химии Российского
педагогического университета им. А.И. Гер-
цена (Васильева и др., 2018). Салифен пред-
ставляет собой производное ГАМК, компози-
цию γ-амино-β-фенилмасляной (фенибута) и
салициловой кислот, является агонистом
ГАМКВ-рецепторов и заявлен как “средство,
сохраняющее популяцию ГАМК-ергических
нейронов после острой перинатальной гипо-
ксии” (Васильева и др., 2018, Lapin, 2001).
Также было продемонстрировано корректи-
рующее действие препарата на рефлектор-
ную деятельность и стрессорное поведение
крыс, подвергавшихся воздействию перина-
тальной гипоксии (Ордян и др., 2017, 2019).
В настоящей работе мы продолжили иссле-
дование эффектов салифена в разработанной
нами модели энцефалопатии новорожден-
ных, являющейся следствием воздействия
гипоксии в ранний постнатальный период
развития.

Целью данной работы было изучение воз-
действия острой перинатальной гипоксии и
последующего применения салифена на ко-
гнитивные процессы (память и обучение) и
содержание ГАМКВ-рецепторов в образцах
нервной ткани неокортекса (медиальной
префронтальной коре) у крыс адолесцентно-
го возраста (55–60 дней).

МЕТОДИКА

Работа выполнена на крысах линии Ви-
стар из коллекции Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН, содержащихся в
стандартных условиях вивария без ограниче-
ния в доступе к воде и пище. При проведении
экспериментов соблюдались требования,
сформулированные в Директивах Совета Ев-
ропейского сообщества (86/609/ЕЕС) об ис-
пользовании лабораторных животных. Про-
токолы опытов были утверждены Комиссией
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по гуманному обращению с животными Ин-
ститута физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Перинатальная гипоксия. Для изучения воз-
действия острой перинатальной гипоксии на
развивающийся мозг ранее нами была разра-
ботана клинически и физиологически обосно-
ванная модель энцефалопатии новорожденных
с учетом особенностей недоношенных детей
(Отеллин и др., 2012, 2015), поскольку степень
развития головного мозга двухдневных кры-
сят, подвергавшихся гипоксии в наших экспе-
риментах, по структурно-функциональным
показателям соответствует уровню развития
мозга у недоношенных детей (Clancy et al.,
2001). Непосредственно после рождения число
крысят в помете выравнивали, оставляя по
8–10 крысят. В возрасте 2-го постнатального
дня крысят случайным образом отбирали из
разных пометов в 3 группы по 6–8 животных:

– крысята, подвергавшиеся в барокамере
воздействию гипоксии и получавшие под-
кожные инъекции салифена через сутки по-
сле воздействия гипоксии в терапевтической
дозе 15 мг/кг в течение 14 дней (группа “гипо-
ксия + салифен”);

– крысята, подвергавшиеся аналогичному
гипоксическому воздействию, которым вво-
дили физиологический раствор в эквива-
лентном объеме в те же сроки, что и салифен
(группа “гипоксия”);

– контрольная группа крысят, которых
помещали в барокамеру без гипоксического
воздействия на 1 ч, а через сутки вводили фи-
зиологический раствор в эквивалентном объ-
еме в течение 14 дней (группа “контроль”).

Протокол эксперимента представлен в
табл. 1. Крысята подвергались воздействию
нормобарической гипоксии в барокамере, куда
подавалась газовая смесь, содержащая 7.6–7.8%
кислорода, 0.15–0.21% углекислого газа, 91.8%
азота, при температуре 21.3–23.0°С и нормаль-
ном атмосферном давлении (760 мм рт. ст.),
как было описано ранее (Отеллин и др.,
2012). Длительность воздействия составляла
1 ч. Эксперименты выполнены на самцах.
Субстанция салифена любезно предоставлена
чл.-корр. РАН И.Н. Тюренковым (Волгоград-
ский государственный медицинский универси-
тет, г. Волгоград). Доза препарата выбрана по
результатам предшествующих эксперименталь-
ных исследований (Миронова и др., 2019; Отел-
лин и др., 2016; Тюренков и др., 2012).

Тестирование когнитивных функций прово-
дили у крыс в возрасте 55–60 дней, что соот-
ветствует адолесцентному периоду развития.
Формирование долговременной памяти оце-
нивали в тестах “распознавание нового объ-
екта” и “условный рефлекс пассивного избе-
гания” (УРПИ).

Таблица 1. Протокол эксперимента
Table 1. The research design

Экспериментальные
группы

Постнатальные сутки

2 3–16 55 60

Серия 1: Инъекции:

 Распознавание нового объекта  УРПИ
Контроль (n = 6) --------------- физраствора

Гипоксия (n = 6) Гипоксия (1 ч) физраствора

Гипоксия + салифен (n = 6) Гипоксия (1 ч) салифена

Серия 2: Инъекции:

 Тест Морриса
Контроль (n = 8) --------------- физраствора

Гипоксия (n = 8) Гипоксия (1 ч) физраствора

Гипоксия + салифен (n = 8) Гипоксия (1 ч) салифена

Серия 3: Инъекции:

 Вестерн-блоттинг
Контроль (n = 6) --------------- физраствора

Гипоксия (n = 6) Гипоксия (1 ч) физраствора

Гипоксия + салифен (n = 6) Гипоксия (1 ч) салифена
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Распознавание нового объекта. Тест основан
на естественном стремлении грызунов иссле-
довать новое, используется для исследования
внимания, измеряет способность животного
обнаруживать изменение в физических свой-
ствах объекта или в его пространственном рас-
положении (Antunes, Biala, 2012). В первый
день теста крысу помещали в камеру размером
90 × 90 × 50 см и непрозрачными стенками и в
течение 5 мин позволяли исследовать камеру,
регистрацию параметров не осуществляли. На
следующий день в центре камеры были разме-
щены два одинаковых объекта (А1 и А2) на
расстоянии 20 см друг от друга. Крысу поме-
щали на 5 мин в камеру и фиксировали время
исследования животным каждого объекта. Че-
рез 24 ч знакомый объект (А1) заменяли на но-
вый (Б1) и тестирование повторяли. В каче-
стве предъявляемых объектов использовали
пирамиды (знакомый объект, А1 и А2) и куб
(новый объект, Б1). Фиксировали время, за-
траченное животным на исследование знако-
мого и нового объекта. Исследованием объек-
та считали обнюхивание, когда нос животного
находился на расстоянии не более 2 см от объ-
екта. Полученные результаты выражались в
индексе распознавания (ИР), отражающем
отношение времени исследования нового
объекта к суммарному времени исследования
нового и знакомого объектов. ИР рассчиты-
вался по формуле ИР (%) = , где
N – время (с) исследования нового объекта (Б1),
F – время исследования известного объекта
(А1). Уменьшение ИР расценивали как ухуд-
шение когнитивных процессов, поскольку в
норме грызуны проводят больше времени ря-
дом с новым объектом, а равное время иссле-
дования нового и знакомого объектов свиде-
тельствует о когнитивном дефиците.

Условный рефлекс пассивного избегания
(УРПИ). Камера для выработки УРПИ состояла
из двух отсеков, разделенных отверстием с двер-
цей: светлого (50 × 50 см) и темного (15 × 15 см)
с электрифицированным полом (Буреш и др.,
1991). Перед началом эксперимента животные
привыкали к экспериментальной установке в
течение 3 дней. На стадии обучения (обуслов-
ливания) крысу помещали в светлый отсек, ко-
торый животное стремилось покинуть в силу
врожденного предпочтения грызунами тем-
ных и закрытых участков пространства. Сра-
зу же после перехода крысы в темный отсек
камеры дверца закрывалась, а животное по-
лучало удар током (сила тока 1 мА, частота

( ) ×
+

100N
N F

50 Гц) длительностью 5 с. Затем животное
возвращалось в домашнюю клетку. Воспро-
изведение УРПИ тестировали через 24 ч после
обучения. Для этого крысу вновь помещали в
светлый отсек и фиксировали латентный пе-
риод входа животного в темный отсек камеры.
Длительность тестирования составляла 3 мин.

Водный лабиринт Морриса. Способность к
пространственному обучению животных
анализировали в водном лабиринте Морриса.
Мы применяли одну из модификаций теста
(Буткевич, Михайленко, 2017; Левина и др.,
2018; Vorhees, Williams, 2006). Водный лаби-
ринт представлял собой бассейн диаметром
120 см и высотой 50 см, заполненный водой
до уровня 35 см. Температуру воды в бассейне
поддерживали на уровне 22 ± 3°С. В бассейне
находилась прозрачная платформа диамет-
ром 10 см, скрытая под водой на глубине 1 см.
Бассейн был условно разделен на квадранты.
В качестве визуальных ориентиров выступа-
ли элементы обстановки экспериментального
помещения, положение которых оставалось
стабильным на протяжении всего времени ис-
следования. Каждая крыса обучалась поиску
скрытой платформы, находящейся в одном из
квадрантов бассейна. Положение платформы
не менялось, точки старта располагались в
остальных трех квадрантах, порядок варьиро-
вали случайным образом. Эксперименты по
пространственному обучению проводили в
течение 4 дней. Крыс опускали в воду в одной
из стартовых точек по периметру бассейна,
выбранных таким образом, чтобы расстояние
от них до платформы было приблизительно
равным. Регистрировали время нахождения
скрытой платформы (латентный период, с).
Если крыса была неспособна найти платфор-
му в течение 60 с, она помещалась на плат-
форму принудительно на 20 с. В этом случае
латентный период принимали за 60 с. Первые
четыре попытки с перерывом между ними в
15 с составляли первый тест. Следующий вто-
рой аналогичный тест предъявлялся крысе
через четыре мин отдыха в сухой клетке. Ана-
лизировали средний латентный период поис-
ка платформы по сумме двух тестов в течение
4 дней обучения.

Вестерн-блоттинг. Уровень белка ГАМКВ-
рецепторов в неокортексе определяли ме-
тодом Вестерн-блоттинга. Животных дека-
питировали на 55-й постнатальный день,
извлекали мозг из черепной коробки, вы-
деляли на льду ткань неокортекса. Образ-
цы содержали медиальную префронталь-
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ную кору, включая цингулярную, пре- и
инфралимбическую области (Bregma 4.20–
2.52 мм) (Paxinos and Watson, 2007). Мате-
риал гомогенизировали в десятикратном
объеме лизирующего буфера (0.02 М TRIS,
0.15 M NaCl, 0.001 M EDTA, 1% Triton X-100,
рН 7.5), в который добавляли коктейль ин-
гибиторов протеаз (Sigma, США) и инги-
биторов фосфатаз (Roche Diagnostic, Кана-
да) согласно инструкции производителя.
Подготовленные гомогенаты центрифуги-
ровали 20 мин при 4°С и 12 000 g. Общую
концентрацию белка в пробах определяли
по методу Лоури. Индивидуальные пробы,
содержащие одинаковое количество белка
(20 мкг), смешивали с буфером Лэммли,
после чего белок денатурировали путем на-
грева до 95°С в течение 5 мин. Разделение бел-
ков проходило с помощью метода гель-элек-
трофореза в 10%-м бис-АА-акриламидном геле
по Лэммли (SDS-PAGE) на оборудовании
Bio-Rad Laboratories (США) с использова-
нием маркера молекулярной массы (Bio-Rad
Precision Plus Protein, США). Белковые фрак-
ции из геля электрофоретически переносили
на нитроцеллюлозную мембрану (Amersh-
am, Великобритания) в течение 1 часа. По-
сле переноса мембрану инкубировали в те-
чение 30 минут в блокирующем растворе
(сухое молоко, разведенное в Трис-буфере
с 0.1% Tween-20, рН 7.6). После блокиров-
ки мембрану инкубировали в течение ночи
при 4°С в растворе первичных антител,
разведенных в блокирующем растворе. По-
скольку считается, что субъединица В1
ГАМКВ-рецептора важна для лиганд-ре-
цепторного взаимодействия (Galvez et al.,
2001), мы использовали поликлональные
кроличьи антитела к ГАМКВ1-субъединице
для определения содержания ГАМКВ-ре-
цепторов в образцах нервной ткани не-
окортекса крыс (1 : 1000; Abcam, Велико-
британия). После тщательной промывки
мембраны инкубировали 1 ч в соответству-
ющих вторичных антителах, конъюгиро-
ванных с пероксидазой хрена, разведенных
в блокирующем растворе (1 : 5000, Sigma,
США). Визуализацию белков проводили с
помощью хемилюминесцентной системы
ECL-Prime и рентгеновской пленки (Retina,
США), которую проявляли фотонабором (Car-
estreame Health, Франция). Пленки сканирова-
ли с помощью фотосканера СanoScan 8800F,
полученные изображения анализировали с по-
мощью программы Image J, оценивая оптиче-

скую плотность полос для белка ГАМКВ-ре-
цепторов. Результаты определения уровня
экспрессии исследованного вещества были
нормированы на общее содержание белка.
Данные представлены в относительных
единицах – в процентах по отношению к
контрольному значению, которое принято
за 100%.

Статистический анализ. Статистическую
обработку полученных данных проводили с
использованием однофакторного дисперси-
онного анализа (one-way ANOVA, пакет про-
грамм STATISTICA 8.0) с предварительной
проверкой совокупностей на нормальность
распределения с помощью критерия Шапи-
ро–Уилка и последующими попарными
апостериорными сравнениями групп между
собой с помощью post-hoc-критерия Бон-
феррони. Различия между выборками считали
статистически значимыми при р ≤ 0.05. Резуль-
таты представлены в виде среднего арифмети-
ческого ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
После перенесенной на 2-й постнаталь-

ный день острой гипоксии у крыс адолес-
центного возраста (55–60-й постнатальный
день) обнаружены нарушения формирования
долговременной памяти и ухудшение про-
странственного обучения, что было выявлено
в тестах “распознавание нового объекта”,
“УРПИ” и “водный лабиринт Морриса”. Од-
нофакторный дисперсионный анализ пока-
зал значимое влияние фактора воздействия
гипоксии на индекс распознавания в тесте
“распознавание нового объекта” (F(2.15) = 11.42,
p = 0.007). Крысы, подвергнутые перинаталь-
ной гипоксии, в одинаковой мере исследовали
знакомый и новый объекты во второй день те-
ста, что отразилось в сниженном индексе рас-
познавания по сравнению с контрольными
животными (p < 0.01). Это свидетельствует об
ухудшении когнитивных процессов (рис. 1 (а)).
У крыс, подвергавшихся гипоксии на 2-е пост-
натальные сутки, выявлено нарушение способ-
ности к воспроизведению УРПИ. Дисперсион-
ный анализ показал значимый эффект воздей-
ствия гипоксии на латентный период входа в
темный отсек камеры (F(2.15) = 38.19, p = 0.0001).
Последующие post-hoc-сравнения отдельных
групп животных выявили значимые различия
между группами “гипоксия” и “контроль”
(p < 0.01). Крысы, подвергавшиеся гипо-
ксии, демонстрировали меньший латентный
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период входа в темный отсек камеры по срав-
нению с контрольными, что свидетельствует о
нарушении у них формирования долговре-
менной памяти (рис. 1 (б)). После воздействия
перинатальной гипоксии у крыс адолесцент-
ного возраста обнаружены нарушения спо-
собности к пространственному обучению в

водном лабиринте Морриса (рис. 1 (в)). Одно-
факторный дисперсионный анализ показал
значимое влияние воздействия перинаталь-
ной гипоксии на латентный период поиска
скрытой платформы (F(2.21) = 15.74, p = 0.0014).
Средний латентный период поиска скрытой
платформы по сумме 1-го и 2-го испытаний
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Рис. 1. Влияние острой перинатальной гипоксии и инъекций салифена на фоне острой перинатальной ги-
поксии на когнитивные функции адолесцентных крыс. (а) – индекс распознавания в тесте “распозна-
вание нового объекта”; (б) – латентный период входа в темный отсек камеры для выработки УРПИ через
24 ч после обучения, с; (в) – кривые обучения в тесте “водный лабиринт Морриса”, с. Данные о времени
нахождения платформы усреднены для четырех попыток в двух тестах каждого дня обучения и представ-
лены в виде средних по группе и стандартных ошибок средних. * – значимые различия между группами
“контроль” и “гипоксия”, р < 0.05; # – значимые различия между группами “гипоксия” и “гипоксия + са-
лифен”, р < 0.05.
Fig. 1. Effects of acute perinatal hypoxia and salifen injections following acute perinatal hypoxia on cognitive func-
tions in adolescent rats. (а) – recognition index in the novel object recognition test; (б) – latency to step into the
darkened chamber in the passive avoidance task 24 hours after the acquisition phase, s; (в) – learning curves in the
“Morris water maze”, s. Data from 4 trials in 2 tests of each training day are averaged and presented as group mean + S.E.M.
* – significant difference, р < 0.05 for “control” versus “hypoxia” groups; # – significant difference, р < 0.05 for “hy-
poxia” versus “hypoxia + salifen” groups.

был значительно повышен у крыс, подвергав-
шихся гипоксии, по сравнению с контроль-
ными животными (p < 0.01).

Введение салифена оказало положительное
влияние на долговременную память и про-
странственное обучение крыс, подвергнутых
гипоксическому воздействию в перинаталь-
ный период развития. Во всех использованных
тестах (УРПИ, распознавание нового объекта,
водный лабиринт Морриса) эти животные по
исследованным параметрам когнитивной дея-
тельности практически не отличались от кон-
трольных животных (рис. 1 (а–в)), при этом
post-hoc-анализ выявил значимые различия
между группами “гипоксия” и “гипоксия + са-
лифен” (p < 0.01).

Однофакторный дисперсионный анализ по-
казал значимый эффект воздействия перина-
тальной гипоксии на уровень белка ГАМКВ-ре-
цептора в медиальной префронтальной коре
адолесцентных крыс (F(2.15) = 17.72, p = 0.002).
Результаты Вестерн-блоттинга демонстрируют
повышение экспрессии белка ГАМКВ-рецепто-
ра в медиальной префронтальной области не-
окортекса крыс адолесцентного возраста (55-й
постнатальный день), подвергавшихся перина-
тальной гипоксии на 2-й день жизни, в сравне-
нии с интактными животными на 35% (p < 0.01).
Инъекции салифена на фоне перинатальной
гипоксии снижали уровень белка ГАМКВ-ре-
цептора в неокортексе животных до контроль-
ных значений (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Предполагается, что нарушение ГАМКB-ре-
цепторного сигналинга в мозге является триг-
гером многих неврологических и психиатриче-
ских расстройств (Fritzius, Bettler, 2020; Terunu-
ma, 2018). При этом роль ГАМКB-рецепторов в

постгипоксическом повреждении структуры и
функций мозга исследована мало и активно
изучается в настоящее время. Проведенное на-
ми исследование показало, что острая перина-
тальная гипоксия вызывает повышение экс-
прессии белка ГАМКB-рецепторов в медиаль-
ной префронтальной области неокортекса
адолесцентных крыс, сопровождающееся на-
рушением когнитивных функций. Хрониче-
ское введение производного ГАМК салифена
предотвращало вызванные гипоксией измене-
ния пула ГАМКB-рецепторов медиальной пре-
фронтальной коры и когнитивную дисфунк-
цию у крыс.

ГАМКB-рецепторы представляют собой
метаботропные гетеродимерные трансмем-
бранные белки, сопряженные с G-белками и
обеспечивающие медленное продолжитель-
ное синаптическое торможение в централь-
ной нервной системе (Bettler et al., 2004;
Frangaj, Fan, 2018). ГАМКB-рецепторы могут
располагаться как пре-, так и постсинаптиче-
ски, обеспечивая регуляцию процессов воз-
буждения и торможения в нейронных контурах
(Koulen et al., 1998). Пресинаптические
ГАМКB-рецепторы делятся на ауторецепторы,
располагающиеся на ГАМК-ергических тер-
миналях, и гетерорецепторы – на терминалях,
выделяющих другие медиаторы: глутамат, аце-
тилхолин, норадреналин, дофамин, серотонин
(Kobayashi et al., 2012; Waldmeier et al., 2008).
Блокируя выброс различных нейромедиаторов,
ГАМКB-рецепторы могут осуществлять как
тормозные, так и возбуждающие эффекты на
уровне нейронных контуров. В нашем экспе-
рименте перинатальная гипоксия вызывала
увеличение экспрессии ГАМКB-рецепторов в
неокортексе крыс и, как следствие, можно
предположить усиление торможения выброса
возбуждающих нейромедиаторов, и в первую
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очередь глутаматергической трансмиссии, по-
скольку показано, что для неокортекса харак-
терно постсинаптическое расположение
ГАМКB-рецепторов, при этом большинство
ГАМКB-рецепторов располагается на глутама-
тергических синапсах (Chalifoux, Carter, 2011;
Kasten, Boehm, 2015; Rose, Wickman, 2020). Па-
раллельно животные, подвергавшиеся гипо-
ксии, демонстрировали ухудшение когнитив-

ных функций. Следует заметить, что в процес-
сах консолидации памяти в тестах “УРПИ”,
“водный лабиринт Морриса” и “распознава-
ние нового объекта” важную роль играет меди-
альная префронтальная кора (Akirav, Maroun,
2006; Sutherland et al., 1982; Zhang et al., 2011).
Известно, что префронтальные отделы неокор-
текса наряду с гиппокампом играют суще-
ственную роль в интегративной деятельно-
сти мозга, связанной с обучением и памятью
(Euston et al., 2012; Jones, 2002; Morici et al.,
2015). Показано, что вызванные гипоксией
повреждения префронтальной коры вызы-
вают нарушения обучения и памяти (Сила-
чев и др., 2008; Kauser et al., 2014). Эти нару-
шения связывают в первую очередь с гибелью
нейронов, в особенности ГАМК-ергических
(Louzoun-Kaplan et al., 2008; Nisimov et al.,
2018; Robinson et al., 2006), однако роль ре-
цепторного звена ГАМК-ергической систе-
мы префронтальных отделов неокортекса в
вызванных гипоксией когнитивных наруше-
ниях практически не исследована, особенно
это касается воздействия перинатальной ги-
поксии. В нашем исследовании животные
после перенесенной в раннем онтогенезе ги-
поксии демонстрировали ухудшение показа-
телей когнитивной деятельности в тестах
“УРПИ”, “распознавание нового объекта” и
водном лабиринте Морриса, что предполага-
ет нарушение функции медиальной пре-
фронтальной коры, как один из возможных
механизмов когнитивной дисфункции. Мы
изучали вовлечение в нарушение обучения и
памяти, вызванных перинатальной гипокси-
ей, ГАМКВ-рецепторов медиальной пре-
фронтальной области неокортекса у крыс.

О важности ГАМКB-рецепторов для про-
цессов обучения и памяти говорят исследова-
ния на нокаутных животных: “выключение”
гена субъединицы ГАМКВ1 и/или ГАМКВ2
вызывает существенные нарушения когни-
тивных функций (Heaney, Kinney, 2016; Jura-
do-Parras et al., 2016; Schuler et al., 2001). Бло-
када ГАМКB-рецепторов улучшает когнитив-
ные функции у приматов и крыс, очевидно,
посредством облегчения глутаматергиче-
ской и холинергической нейротрансмиссии
(Almasi et al., 2018; Banuelos et al., 2014;
Kleschevnikov et al., 2012; Li et al., 2016), тогда
как чрезмерная стимуляция ГАМКB-рецеп-
торов подавляет когнитивное поведение у
лабораторных животных, что было показано
в различных тестах и моделях (DeSousa et al.,
1994; Heaney, Kinney, 2016; Terunuma et al.,

Рис. 2. Влияние острой перинатальной гипоксии
и инъекций салифена на фоне острой перина-
тальной гипоксии на уровень белка ГАМКВ-ре-
цептора в медиальной префронтальной коре адо-
лесцентных крыс. (а) – образец вестерн-блотта;
(б) – количественная обработка результатов ве-
стерн-блоттинга, условные единицы оптической
плотности. Данные представлены в % от кон-
трольных значений. Пунктирная линия – кон-
троль (100%). * – значимые различия между груп-
пами “контроль” и “гипоксия”, р < 0.05; # – зна-
чимые различия между группами “гипоксия” и
“гипоксия + салифен”, р < 0.05.
Fig. 2. Effect of acute perinatal hypoxia and salifen
injections following acute perinatal hypoxia on
GABAB receptor protein levels in medial prefrontal
cortex of adolescent rats. (а) – representative image
of western-blot; (б) – quantification of the data,
conventional units of optical density scale. Data are
shown as a percentage of control levels. The dotted
line – control group (100%). * – significant differ-
ence, р < 0.05 for “contro” versus “hypoxia” groups;
# – significant difference, р < 0.05 for “hypoxia”
versus “hypoxia + salifen” groups.
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2014). Обнаруженное нами в настоящем ис-
следовании ухудшение показателей в тестах,
оценивающих способность запоминать и
воспроизводить информацию, и параллель-
ное увеличение экспрессии ГАМКВ-рецепто-
ров в медиальной префронтальной коре крыс
после перинатальной гипоксии вполне со-
гласуются с этими данными.

В различных моделях гипоксии/ишемии
in vivo и in vitro были получены противоре-
чивые результаты оценки экспрессии
ГАМКB-рецепторов в разных областях моз-
га. На переживающих срезах гиппокампа
было показано, что гипоксия/ишемия сни-
жала экспрессию субъединицы ГАМКВ2, а
уровень экспрессии субъединицы ГАМКВ1
не изменялся (Cimarosti et al., 2009). В мо-
дели гипоксии/ишемии in vivo продемон-
стрировано снижение экспрессии обеих
субъединиц в гиппокампе половозрелых
грызунов (Vollenweider et al., 2006) и не-
окортексе 4-дневных крысят (Anju et al.,
2010). Однако в модели ишемического оча-
га в сенсомоторной области неокортекса
крыс, вызванного фототромбозом крове-
носных сосудов, показано повышение
плотности ГАМКB-рецепторов вокруг зоны
поражения (Que et al., 1999). Противоречия
в данных о воздействии гипоксии/ишемии
на экспрессию ГАМКB-рецепторов в мозге
авторы объясняют различными моделями,
возрастом экспериментальных животных,
разными временными отрезками после ги-
поксии/ишемии, а также интерпретируют
результаты с позиций компенсаторного
или патологического процесса. В литературе
высказывается мысль, что зачастую невозможно
определить, являются ли изменения в функции,
экспрессии и связывании ГАМКB-рецепторов,
сопутствующие заболеванию, отражением пато-
логического или компенсаторного процесса и, в
зависимости от этого, усиление или ослабление
этих модификаций может способствовать
успешной терапии. Несмотря на эти ограниче-
ния, анализ активности ГАМКB-рецепторного
пула отделов мозга при различных условиях мо-
жет дать важную информацию для поиска но-
вых терапевтических стратегий лечения невро-
логических и психиатрических заболеваний.
Высказываются предположения, что препара-
ты, модулирующие активность ГАМКB-рецеп-
торов, имеют терапевтический потенциал для
лечения широкого спектра психических и нев-
рологических отклонений. Эта группа препара-

тов находится в фокусе внимания ученых и
медиков в настоящее время.

Мы изучали влияние отечественного препа-
рата салифена, производного ГАМК, на нару-
шения когнитивных процессов и изменения
экспрессии белка ГАМКВ-рецепторов в не-
окортексе, являющиеся следствием перенесен-
ной острой перинатальной гипоксии. У крыс,
получавших инъекции салифена после гипо-
ксического воздействия, результаты тестов
“УРПИ” и “распознавание нового объекта”,
оценивающих формирование долговременной
памяти, а также теста “водный лабиринт Мор-
риса”, оценивающего пространственное обу-
чение, не отличались от показателей контроль-
ных групп. Количество белка ГАМКВ-рецепто-
ра в медиальной префронтальной области
неокортекса животных из группы “перинаталь-
ная гипоксия + салифен” также не отличалось
от контрольных значений. Ранее было показа-
но, что салифен и его аналоги оказывают ней-
ропротективное действие в моделях фокальной
церебральной ишемии (Vavers et al., 2016) и эн-
цефалопатии новорожденных (Отеллин и др.,
2016, 2020), а в последнем случае – для ГАМК-
нейронов неокортекса. Нейропротективный
эффект активации ГАМК-ергической транс-
миссии в различных отделах мозга в условиях
гипоксии описан и в мировой литературе: в мо-
делях гипоксии/ишемии in vivo и in vitro пока-
зан нейропротективный эффект применения
агонистов ГАМКB-рецепторов (Babcock et al.,
2002; Cimarosti et al., 2009; Wu, Sun, 2015). Та-
ким образом, салифен оказывает нейропротек-
тивный эффект и нормализует уровень экс-
прессии ГАМКВ-рецепторов в медиальной
префронтальной коре адолесцентных крыс,
подвергавшихся острой перинатальной гипо-
ксии, что можно интерпретировать как норма-
лизацию ГАМК-ергической трансмиссии в
этой области мозга. Показан модулирующий
эффект препаратов с ГАМКB-рецепторным
компонентом действия на экспрессию данных
рецепторов в гиппокампе и префронтальной
коре крыс при различных экспериментальных
условиях (Ковалев и др., 2021; Fairfax et al.,
2004; Li et al., 2014). Можно предположить, что
салифен, помимо нейропротективного эффек-
та, воздействовал на мембранную экспрессию
ГАМКВ-рецепторов в нейронах медиальной
префронтальной коры, восстанавливая их ко-
личество до контрольного уровня, что и было
продемонстрировано результатами Вестерн-
блоттинга. Далее, восстановление пула кор-
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тикальных ГАМКB-рецепторов в результате
хронического применения салифена у крыс,
подвергавшихся перинатальной гипоксии,
снижало вызванное гипоксией избыточное
торможение синаптической передачи и вос-
станавливало импульсную активность в ней-
ронных контурах, что нормализовало функ-
цию медиальной префронтальной коры и,
как следствие, когнитивные способности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в настоящей работе пока-

зано, что острая перинатальная гипоксия вы-
зывает нарушения когнитивных процессов и
повышение экспрессии белка ГАМКB-рецеп-
торов в медиальной префронтальной области
неокортекса у адолесцентных крыс. Новый
отечественный препарат салифен, представ-
ляющий собой производное ГАМК, применя-
емый после острой перинатальной гипоксии,
предотвращает индуцируемые гипоксией на-
рушения в когнитивной сфере и изменения
содержания ГАМКВ-рецепторов в медиальной
префронтальной коре крыс. Результаты дан-
ного исследования представляют интерес для
решения прикладной задачи неонатологии –
поиска эффективных средств для фармаколо-
гической коррекции последствий перинаталь-
ной гипоксии.
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SALIFEN PREVENTS PERINATAL HYPOXIA-INDUCED COGNITIVE 
IMPAIRMENTS AND CHANGES IN GABAB RECEPTOR EXPRESSION

IN THE RAT NEOCORTEX
V. I. Mironovaa, A. V. Pritvorovaa, #, V. K. Akulovaa, V. A. Mikhailenkoa, a,

L. I. Khozhaia, and N. E. Ordyana

aPavlov Institute of Physiology, RAS, Saint Petersburg, Russia
#e-mail: pritvorovaav@infran.ru

We have studied the effects of acute normobaric hypoxia in the early postnatal period of the devel-
opment (the 2nd postnatal day) on learning and memory abilities and the expression of GABAB re-
ceptors in the neocortex (medial prefrontal cortex) in adolescent rats (the 55–60th postnatal day),
as well as the possibility of correction of the revealed impairments by GABA derivative salifen. It
was shown that perinatal hypoxia disrupts task acquisition and consolidation in the novel object
recognition test, impairs passive avoidance performance, and also reduces spatial learning abilities
in the Morris water maze. Western blotting analysis revealed increased levels of GABAB receptor
protein in the medial prefrontal cortex of the rats following the exposure to perinatal hypoxia. Post-
hypoxic daily salifen injections over 14 days at a dose of 15 mg/kg improved cognitive abilities in
rats, and also normalized GABAB receptor content in the rat medial prefrontal cortex. The results
of the present research are of considerable significance for solution of applied problem of neonatol-
ogy – the search for effective drug candidates for the pharmacological correction of the impacts of
perinatal hypoxia.

Keywords: perinatal hypoxia, GABAB receptors, medial prefrontal cortex, learning and memory,
salifen, Wistar rats
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