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Аннотация. Исследовали поведенческие реакции 7-суточных и 30-суточных белых крыс Вистар, подвергнутых 
внутриутробной гипоксии (ВУГ), а также эмоционально-болевому воздействию (ЭБВ) и введению пептидов – 
неопиатных аналогов лей-энкефалина – в неонатальном периоде онтогенеза. Было выявлено, что воздействие 
ВУГ и ЭБВ приводит к замедлению созревания сенсорно-двигательных рефлексов у 7-суточных животных 
(время поворота в тесте «Отрицательный геотропизм» было увеличено на 66 %); 30-суточные животные этой 
экспериментальной группы демонстрируют усиленную тревожность и «двигательную расторможенность» в 
тестах «Приподнятый крестообразный лабиринт» и «Открытое поле». Введение с 2 по 6 сутки жизни ежесу-
точно 100 мкг/кг пептида НАЛЭ (H – Phe – D-Ala – Gly – Phe – Leu – Arg – OH) практически нивелирует нега-
тивные ранние и отдаленные поведенческие последствия ВУГ и ЭБВ. Нейропротективный эффект значительно 
менее выражен при введении с 2 по 6 сутки жизни ежесуточно 100 мкг/кг пептида G (H – Phe – D-Ala – Gly – 
Phe – Leu – Gly – OH), отличающегося от НАЛЭ заменой С-концевой аминокислоты с Arg на Gly. Блокада оксида 
азота сопутствующим введением L-NAME (50 мг/кг) препятствует реализации как ранних (у 7-суточных живот-
ных), так и отдаленных (у 30-суточных животных) нейропротективных эффектов пептида НАЛЭ.
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Abstract. The authors studied behavioral reactions of 7-day and 30-day-old albino Wistar rats, exposed to intrauterine 
hypoxia as well as emotional-pain stress and were introduced peptides – non-opiate analogues of leu-enkephalins in 
the neonatal periods of ontogenesis. The authors found that exposure to intrauterine hypoxia as well as emotional-
pain stumuli led to slowdown of sensor-motor refl exes maturation in 7-day-old animals (duration of turning in the test 
«Negative geotropism» increased by 66 %); 30-day-old animals in this experimental group demonstrated increased 
anxiety and «motor disinhibition» in the tests «Elevated plus-maze» and «Open fi eld». Daily introduction from the 
second to sixth day of life of 100 mkg/kg peptide NALE (H – Phe – D-Ala Gly – Phe – Leu – Arg – OH) practically 
neutralizes negative early and remote behavioral consequences of intrauterine hypoxia as well as neonatal emotional-
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pain stress. Neuroprotective eff ect is less signifi cantly expressed during introduction of 100 mkg/kg of the peptide 
G (H – Phe – D-Ala – Gly – Phe – Leu – Gly – OH) from the second to sixth day of life, diff ering from NALE by 
replacement of C-ending aminoacid from Arg to Gly. Nitrogen oxide blockade by the accompanying introduction of 
L-NAME (50mg/kg) hinders the realization of both early (in 7-day-old animals), and remote (in 30-day-old animals) 
neuroprotective eff ects of peptide NALE.

Keywords: intrauterine hypoxia, emotional-pain stress, behaviour, leu-enkephalin analogues
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Повреждающие воздействия в ранние онтогенети-
ческие периоды развития организма являются факто-
рами риска развития множества заболеваний нервной 
системы: депрессии [15], биполярного расстройства 
[10], шизофрении [9], болезни Альцгеймера [12]. Вну-
триутробная гипоксия играет существенную роль в 
патогенезе синдрома дефицита внимания и гиперак-
тивности у детей, основными проявления которого 
являются нарушения внимания и двигательная растор-
моженность [6].

В ранее проведенных в нашей лаборатории 
исследованиях было установлено, что внутриу-
тробная гипоксия (ВУГ) вызывает поведенческие 
отклонения у половозрелых белых крыс. Живот-
ные, подвергнутые ВУГ, проявляли признаки тре-

вожности, повышенной двигательной активности 
и рискованного поведения [8]. Введение неопи-
атного аналога лей-энкефалина (пептида НАЛЭ – 
Phe – D-Ala – Gly – Phe – Leu – Arg) в неонатальном 
периоде вызывало нормализацию ряда поведен-
ческих показателей. Пептид НАЛЭ не может дей-
ствовать через опиоидные рецепторы, так как в его 
структуре отсутствует – N-концевая аминокислота 
тирозин, ответственная за аффинность к ним [13]. 
Механизмы нейропротективного действия пептида 
НАЛЭ оставались неясными. 

В связи с этим, целью настоящего исследования 
была оценка роли C-концевой аминокислоты аргинин 
и системы оксида азота в реализации поведенческих 
эффектов пептида НАЛЭ. 

Материалы и методы
Эксперименты были выполнены на белых крысах 

Вистар (n=230). Содержание животных осуществляли 
в соответствии с ГОСТ 33216-2014 «Руководство по 
содержанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила содержания и ухода за лабораторными гры-
зунами и кроликами». На проведение исследования 
было получено разрешение этического комитета 
ФГБОУ ВО ДВГМУ Минздрава России (протокол № 2 
от 05.12.2019).

Для создания модели ВУГ, 3-месячных беремен-
ных крыс-самок помещали в барокамеру и подвергали 
гипобарической гипоксии ежедневно с 15 по 19 сутки 
беременности в течение 4 часов (с 9:00 до 13:00). 
При этом имитировали подъем на высоту 8 000 м над 
уровнем моря, что соответствовало давлению 294 мм 
рт. ст. и парциальному давлению кислорода 46 мм рт. 
ст. По данным литературы, такая гипоксия расценива-
ется как тяжелая [3]. 

Хэндлинг новорожденного потомства с ежеднев-
ным отлучением от матери для внутрибрюшинного 
инъецирования растворов с 2 по 6 сутки жизни счи-
тали моделью эмоционально-болевого воздействия.  

Осуществляли введение новорожденным живот-
ным следующих веществ: 

• 0,9 % раствор хлорида натрия;
• пептид НАЛЭ (H – Phe – D-Ala – Gly – Phe – 

Leu – Arg – OH; ООО «Алмабион», Россия);
• пептид G (H – Phe – D-Ala – Gly – Phe – Leu – 

Gly – OH; ООО «Алмабион», Россия) – отлича-
ется от пептида НАЛЭ заменой С-концевой ами-
нокислоты аргинин на глицин; 

• L-NAME (Sigma-Aldrich, США) ‒ неселектив-
ный ингибитор фермента NO-синтетазы.

Введение исследуемых веществ производилось с 2 
по 6 сутки жизни ежесуточно в дозах: пептид НАЛЭ 
100 мкг/кг, пептид G 100 мкг/кг; L-NAME 50 мг/кг. 
Объем вводимых растворов – 0,1 мл.

Животные были разделены на 6 групп: группа 
«Контроль» (n=36) – интактные животные, не под-
вергавшиеся какому-либо воздействию; группа «ЭБВ» 
(n=15) – крысы, перенесшие эмоционально-боле-
вое воздействие с введением 0,9 % раствора хлорида 
натрия в периоде новорожденности; группа «ВУГ» 
(n=14) – крысы, перенесшие ВУГ и эмоционально-
болевое воздействие с введением 0,9 % раствора 
хлорида натрия в периоде новорожденности; группа 
«ВУГ+НАЛЭ» (n=20) – крысы, перенесшие ВУГ и 
введение в периоде новорожденности пептида НАЛЭ; 
группа «ВУГ+G» (n=18) – крысы, перенесшие ВУГ 
и введение в периоде новорожденности пептида G; 
группа «ВУГ+НАЛЭ+L-NAME» (n=16) – крысы, пере-
несшие ВУГ, и введение в периоде новорожденности 
пептида НАЛЭ и L-NAME.

Поведение животных исследовали на 7 и на 30 
сутки жизни. Поскольку в эти возрастные периода 
белые крысы являются неполовозрелыми, проводили 
оценку поведения животных обоего пола.

Для оценки поведения 7-суточных животных прово-
дили тест «Отрицательный геотропизм»: фиксировали 
время полного разворота животного для получения кор-
ректного расположения в гравитационном поле Земли. 
Для оценки поведения 30-суточных животных прово-
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дили тесты «Приподнятый крестообразный лабиринт» 
и «Открытое поле». В тесте «Приподнятый крестоо-
бразный лабиринт» регистрировали следующие пока-
затели: время нахождения в центре лабиринта, время 
нахождения в закрытых и в открытых рукавах, коли-
чество входов в открытые и закрытые рукава, общую 
двигательную активность, время бездействия, время 
движения, время груминга, количество грумингов, све-
шиваний и актов дефекаций. В тесте «Открытое поле» 
регистрировали показатели: время движения и бездей-
ствия, количество стоек, грумингов, принюхиваний и 
актов дефекаций, количество пересечений централь-
ных и периферических секторов. Методики проведения 
поведенческих тестов отработаны в нашей лаборато-
рии и многократно описаны в литературе [2, 4].

Статистическая обработка данных проводилась 
с помощью программ Excel и Statistica 7.0. Коли-

чественные данные проверялись на нормальность 
распределения с помощью теста Шапиро–Уилка 
и графического представления распределения. В 
случае нормального распределения для сравнения 
двух независимых выборок применялся t-критерий 
Стьюдента. Для сравнения дисперсий применяли 
критерий Ливеня. Выборки с ненормальным рас-
пределением сравнивали с использованием крите-
рия Манна-Уитни (если дисперсии были равны) или 
критерия Колмогорова-Смирнова (если дисперсии 
были не равны). Для отображения данных в тексте 
и в таблицах использовали показатель медианы, 
после которого в квадратных скобках указывали 
первый и третий квартиль (Me [Q1; Q3]). Для всех 
критериев и тестов уровень значимости принимался 
равным 0,05.

Результаты и обсуждение
У 7-суточных белых крыс, подвергавшихся с 2 по 

6 сутки жизни хэндлингу и внутрибрюшинному вве-
дению физиологического раствора (группа ЭБВ), мы 
наблюдали статистическую тенденцию к увеличе-
нию времени разворота в тесте «Отрицательный гео-
тропизм» (Меконтроль=7,7 [4,8; 13,03]; MeЭБС=10,7 [7,43; 
14,53]; 0,05<р<0,1). Это может говорить о замедле-
нии созревания сенсорно-двигательных рефлексов у 
новорожденных животных. В возрасте 30 суток эти 
животные демонстрировали достоверное возрас-
тание количества дефекаций в тесте «Приподнятый 
крестообразный лабиринт» (табл. 1). Изменения 
остальных характеристик не были статистически 
достоверными. Тем не менее, мы зафиксировали 

уменьшение времени нахождения в открытых рука-
вах (на 40 %), снижение количества свешиваний (до 
0) и увеличение времени груминга (на 53 %). В тесте 
«Открытое поле» была выявлена статистическая 
тенденция (0,05<р<0,1) к увеличению количества 
посещений центральных секторов, существенное 
(на 50%) возрастание количества посещений пери-
ферических секторов и дефекаций (табл. 2). Таким 
образом, 30-суточные животные, перенесшие ЭБВ 
в периоде новорожденности, демонстрировали уве-
личение горизонтальной двигательной активности 
(«двигательную расторможенность») и вегетативный 
дисбаланс. Полученные нами данные сходны с опу-
бликованными ранее [8, 7].  

Таблица 1 – Поведение 30-суточных белых крыс исследуемых групп в тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт»

 Контроль 
(n=37)

ЭБВ (n=15) ВУГ (n=14) ВУГ+НАЛЭ 
(n=20)

ВУГ+G 
(n=18)

ВУГ+НАЛЭ+L-NAME 
(n=16)

Время нахождения в центре 
лабиринта, с 2,28 [0; 10] 2,47

[0,81; 5,34]
4,5

[2,8; 5,16]
7,5 *

[2,385; 13]
(p=0,048)

14,5*
[3,14; 19]

(p=0,0006)
7

[1,5; 17,915]

Время нахождения в закрытых 
рукавах, с 148 [90; 176] 166,07

[58; 178,99]
151

[101,63; 173]
125,5

[78; 159,5]
141,5

[97; 163]
134

[73,945; 167]
Время нахождения в открытых 
рукавах, с 16 [0; 76] 9,8

[0; 104]
22,755

[0; 51,86]
20

[5; 60,12]
19

[7; 56,4]
44

[17,955; 91,5]

Количество входов в открытые рукава 1 [0; 2] 1 [0; 2] 2 [0; 2] 1 [1; 2]
2*

[1; 3]
(p=0,04)

2 [1; 3,5]

Количество входов в закрытые рукава 1 [1; 2] 1 [1; 2] 2 [1; 3] 2 [1; 4] 2 [1; 4] 2 [1; 3,5]

Общая двигательная активность 2 [1; 4] 2 [1; 3] 3,5 [1; 5] 3 [2; 5,5] 4 [3; 8]
4,5*
[2; 8]

(p=0,03)

Время бездействия, с 35 [15; 
52,23]

30
[14,04; 60,82]

21
[8; 126,33]

11,5
[3,5; 95,04]

12 
[5; 92]

9,5 
[5,5; 59,5]

Время движения, с 145 
[127,77; 165]

150
[119,18; 65,96]

156,5
[53,67; 172]

168,5
[84,96; 176,5]

168
[88; 175]

170,5
[120,5; 174,5]

Время груминга, с 7 [3; 18] 10,73
[7; 23,57]

8,73
[6; 17]

5
[0; 13]

7,715
[2; 17,33]

6,66
[0; 15,5]

Количество грумингов 1 [1; 2] 1 [1; 2] 1 [1; 2] 1 [0; 2] 1 [1; 2] 1 [0; 2]
Количество свешиваний 1 [0; 3] 0 [0; 2] 1,5 [1; 4] 1 [0; 3] 1,5 [0; 4] 2 [0; 6,5]
Количество стоек 5 [3; 9,5] 8 [3; 18] 5 [4; 9] 6 [4,5; 11] 8,5 [5; 12] 6 [4; 10,5]

Количество дефекаций 0 [0; 1]
1*

[0; 2] 
(p=0,04)

0,5 [0; 1] 0 [0; 1] 0 [0; 1] 0 [0; 1]

Примечание. * – статистические значимое отличие (p<0,05) от показателя контрольной группы.



50

FAR EASTERN MEDICAL JOURNAL / 2022 / № 3

FUNDAMENTAL MEDICINE

Последствия неонатального стресса были значи-
тельно более выраженными у животных, перенесших 
ВУГ в сочетании с неонатальным введением физио-
логического раствора (группа «ВУГ»). В тесте «Отри-
цательный геотропизм» у животных этой группы 
отмечалось достоверное (на 65 %) увеличение вре-
мени разворота по сравнению с контрольной груп-
пой (Меконтроль=7,7 [4,8; 13,03]; MeВУГ= 12,8 [9,57; 17]; 
р<0,05). У 30-суточных животных группы «ВУГ» в 
тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт» не 
было получено статистически достоверных отличий 
по сравнению с контрольной группой (табл. 1). При 
этом следует отметить следующие изменения: воз-
растание общей двигательной активности (на 75 %) и 
времени груминга (на 25 %). В тесте «Открытое поле» 
достоверно увеличилось количество грумингов (в 2,5 
раза); значимо повысилось количество дефекаций (в 
два раза) (табл. 2). Повышение количества и времени 
груминга в литературе описываются термином «сме-
щенная двигательная активность», которая отражает 
уровень тревожности у животных [5]. Подобные изме-
нения описывают и другие авторы, работы которых 
посвящены реакциям экспериментальных животных 
на стрессовые воздействия [1]. Полученные резуль-
таты свидетельствуют, что 30-суточные животные, 
подвергнутые ВУГ и неонатальному эмоционально-
болевому стрессу, демонстрируют усиленную тревож-
ность и «двигательную расторможенность».

У 7-суточных крыс, получавших инъекции пеп-
тида НАЛЭ после ВУГ (группа «ВУГ+НАЛЭ»), мы 
наблюдали нормализацию времени разворота в тесте 
«Отрицательный геотропизм»: по этому показателю 
данная группа животных не отличалась достоверно 
от контрольной группы (Меконтроль=7,7 [4,8; 13,03]; 
MeВУГ+НАЛЭ=9,3 [7,92; 13;84]; р>0,05). У 30-суточных 
животных группы «ВУГ+НАЛЭ» в тесте «Приподня-
тый крестообразный лабиринт» время нахождения в 
центре лабиринта было достоверно больше по срав-

нению с контролем (табл. 1). При анализе результатов 
теста «Открытое поле» была выявлена статистическая 
тенденция к увеличенному количеству стоек (табл. 2). 
По остальным показателям не было выявлено стати-
стически значимых различий с контрольной группой: 
не наблюдалось существенных изменений двига-
тельной активности, времени груминга и количества 
дефекаций. Таким образом, можно сделать вывод, 
что неонатальное введение пептида НАЛЭ способно 
нормализовать ранние и отдаленные поведенческие 
отклонения у крыс, перенесших ВУГ и ранний пост-
натальный стресс. 

Нейропротективный эффект пептида НАЛЭ может 
быть обусловлен содержанием в его структуре ами-
нокислоты аргинин [14, 11]. Для проверки роли ами-
нокислоты аргинин в эффектах неопиатного аналога 
лей-энкефалина, мы провели исследование ориги-
нального пептида G, отличающегося от НАЛЭ заме-
ной С-концевой аминокислоты аргинин на глицин. 
При анализе поведенческих тестов, проведенных на 
7 сутки жизни у крыс, получавших инъекции пеп-
тида G после ВУГ (группа «ВУГ+G»), мы наблюдали 
отсутствие достоверного отличия времени разворота 
в тесте «Отрицательный геотропизм» от контроль-
ного показателя (Меконтроль=7,7 [4,8; 13,03]; MeВУГ+G= 
11,7 [6,94; 22,7]; р>0,05). Вместе с тем, следует отме-
тить, что в этой группе показатель времени поворота 
был на 51 % выше контроля и на 25,4 % выше ана-
логичного показателя группы «ВУГ+НАЛЭ». При ана-
лизе поведенческих тестов у 30-суточных животных 
группы «ВУГ+G» мы получили следующие резуль-
таты. В тесте «Приподнятый крестообразный лаби-
ринт» существенно увеличивалось время нахождения 
в центре лабиринта – в 6,4 раза по сравнению с кон-
трольной группой и в 3,2 раза по сравнению с груп-
пой ВУГ (табл. 1). Также достоверно (в 2 раза) уве-
личивалось количество входов в открытые рукава по 
сравнению с контрольной группой. В тесте «Открытое 

Таблица 2 – Поведение 30-суточных белых крыс исследуемых групп в тесте «Открытое поле»

Контроль 
(n=37)

ЭБВ (n=15) ВУГ (n=14) ВУГ+НАЛЭ
(n=20)

ВУГ+G (n=18) ВУГ+НАЛЭ+L-NAME 
(n=16)

Время движения, с 145
[124; 165]

147
[125; 160]

131,5
[110; 160]

128
[91; 160]

135
[119; 162]

139
[132; 169]

Время бездействия, с 35 [15; 56] 33 [20; 55] 48,5 [20; 70] 52 [20; 89] 45 [18; 61] 41 [11; 48]
Количество стоек 5 [2; 6] 6 [3; 8] 4 [3; 6] 7 [3; 8] 6 [4; 8] 6 [4; 10]

Количество пересеченных секторов 56
[35; 90]

81,5
[47; 100]

65,5
[56; 93]

81
[50; 98]

98*
[75; 121]
(p=0,001)

118,5*
[96; 128]

(p=0,0004)

Количество пересеченных 
периферических секторов

53
[32; 89]

80
[46; 92]

62,5
[54; 83]

79
[48; 96]

96*
[72; 120]
(p=0,001)

116*
[94; 126]

(p=0,0004)
Количество пересеченных 
центральных секторов 2 [1; 3] 3 [2; 4] 3 [2; 5] 2 [2; 3] 3 [2; 7] 2 [2; 3]

Количество грумингов 1
[1; 2]

1
[1; 2]

2,5*
[2; 3]

(p=0,003)
1

[1; 3]
2*

[1; 3]
(p=0,007)

1,5
[1; 3]

Количество дефекаций 1 [0; 2] 1,5 [0; 4] 2 [0; 3] 1 [0; 2] 1 [0; 2] 0,5 [0; 1]

Количество принюхиваний 22
[15; 31]

26
[16; 31]

22,5
[18; 32]

22
[16; 33]

29*
[26; 39]

(p=0,019)
29,5

[21; 34]

Примечание. * – статистические значимое отличие (p<0,05) от показателя контрольной группы.
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поле» у животных этой группы мы наблюдали досто-
верное увеличение количества пересеченных секто-
ров, количество грумингов и принюхиваний (табл. 2). 
Отмечалась статистическая тенденция к увеличению 
количества стоек и посещений центральных секторов. 
Эти изменения можно расценивать как проявление 
«двигательной расторможенности». В целом, можно 
отметить, что замена С-концевой аминокислоты в 
структуре неопиатного аналога лей-энкефалина суще-
ственно модифицирует влияние неонатального введе-
ния пептида на поведенческие реакции животных.

Чтобы проверить гипотезу о вовлечении системы 
оксида азота в реализацию эффектов пептида НАЛЭ, 
мы включили в исследование группу животных, 
которым, после воздействия ВУГ, вместе с пеп-
тидом НАЛЭ вводили неселективный ингибитор 
NO-синтетазы L-NAME (группа «ВУГ+НАЛЭ+L-
NAME»). У 7-суточных животных этой эксперимен-
тальной серии мы наблюдали достоверное увеличение 
времени поворота в тесте «Отрицательный геотро-
пизм» (Меконтроль=7,7 [4,8; 13,03]; MeВУГ+НАЛЭ+L-NAME=13,7 
[10,16; 20,66]; р<0,05). Следует отметить, что показа-
тель группы «ВУГ+НАЛЭ+L-NAME» также досто-
верно превышал аналогичный параметр групп «ЭБВ» 
(MeЭБВ=10,7 [7,43; 14,53]; MeВУГ+НАЛЭ+L-NAME=13,7 [10,16; 
20,66]; р<0,05) и «ВУГ+НАЛЭ» (MeВУГ+НАЛЭ=9,3 [7,92; 
13;84]; MeВУГ+НАЛЭ+L-NAME= 13,7 [10,16; 20,66]; р<0,05). 

У 30-суточных животных группы «ВУГ+НАЛЭ+L-
NAME» в тесте «Приподнятый крестообразный 
лабиринт» выявлено достоверное увеличение общей 
двигательной активности, по сравнению с контролем 
(таблица 1). В тесте «Открытое поле» зарегистриро-
вано достоверное возрастание (почти в два раза) коли-
чества посещений периферических секторов и общего 
количества пересеченных секторов (таблица 2). Таким 
образом, блокада оксида азота препятствует реализа-
ции как ранних (у 7-суточных животных), так и отда-
ленных (у 30-суточных животных) нейропротектив-
ных эффектов пептида НАЛЭ.

Результаты проведенного исследования свидетель-
ствуют о выраженном нейропротективном влиянии 
неонатального введения пептида НАЛЭ у животных, 
подвергнутых неблагоприятному воздействиям в 
ранние периоды онтогенеза. В механизмах реализа-
ции эффектов пептида НАЛЭ значимую роль играет 
С-концевая аминокислота аргинин, поскольку моди-
фицированный неопиатный аналог лей-энкефалина с 
заменой С-концевой аминокислоты аргинин на ами-
нокислоту глицин давал значительно менее выражен-
ный корректирующий эффект. Полное нивелирование 
позитивных эффектов пептида НАЛЭ сопутствующей 
блокадой NO-синтазы свидетельствует о значимой 
роли системы оксида азота в нейропротективном дей-
ствии пептида. 
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