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Перинатальная гипоксия (ПГ) является одним из основных факторов, оказывающих нега-
тивное влияние на развитие центральной нервной системы. Последствия ПГ и механизмы
ее развития исследуются в экспериментах на животных, главным образом на грызунах, что
требует разработки адекватных экспериментальных моделей. Целью представленной ра-
боты явилось изучение эффектов однократной нормобарической гипоксии у детенышей
мышей линии C57BL/6 обоего пола. Мышей в возрасте 2 дней подвергали гипоксическому
воздействию длительностью 2 ч при содержании кислорода 8%. Контрольные мыши со-
держались в тех же условиях при нормальном содержании кислорода. Со 2-го по 31-й день
жизни оценивали уровень физического и моторного развития, двигательную и исследова-
тельскую активность, уровень тревожности. Было показано, что использованное воздей-
ствие приводит к высокому уровню летальности у мышей линии C57BL/6, а также вызы-
вает у них нарушение становления сенсомоторных рефлексов, изменения поведения в те-
сте “Открытое поле” и незначительное увеличение тревожности в тесте “Приподнятый
крестообразный лабиринт”. Можно заключить, что модель однократной нормобариче-
ской гипоксии у мышей может быть использована для изучения патофизиологии и нейро-
химических механизмов, лежащих в основе неврологических нарушений при перинаталь-
ной гипоксии.
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ВВЕДЕНИЕ
Перинатальная гипоксия (ПГ) является

одной из основных причин повреждений
ЦНС у детей и регистрируется у 1–6 на 1000 но-
ворожденных [Takada et al., 2015]. ПГ может
привести к возникновению функциональных
расстройств, которые проявляются далее на
протяжении всей жизни. К последствиям ПГ
относят сенсомоторный дефицит, снижен-
ную способность к обучению, невниматель-
ность, гиперактивность, повышенный риск
расстройств аутистического спектра и другие
неврологические нарушения [Bolisetty et al.,
2014; Salmaso et al., 2014]. Используемые в на-
стоящее время фармакологические и тера-
певтические методы недостаточно эффек-
тивны в отношении предотвращения невро-

логических нарушений у детей, перенесших
ПГ [Wang et al., 2013].

Клинические исследования последствий
ПГ сталкиваются с большими трудностями и
имеют множество ограничений. Поэтому эф-
фекты ПГ активно исследуются в экспери-
ментах на животных, однако при этом возни-
кает вопрос о разработке адекватных моделей
этого состояния для дальнейшего изучения
патогенеза ПГ и поиска путей коррекции по-
следствий данного воздействия [Millar et al.,
2017].

Для исследования эффектов перинаталь-
ных воздействий в основном используются
крысы и мыши. В отличие от человека, мно-
гие важнейшие этапы развития мозга у грызу-
нов происходят в раннем постнатальном пе-
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риоде. Развитие мозга у новорожденных гры-
зунов в течение первых двух постнатальных
недель сходно с развитием мозга у детей с вы-
сокой степенью недоношенности: корти-
кальный нейрогенез завершен, нейрогенез в
гиппокампе и мозжечке продолжается, начи-
наются процессы синаптогенеза и миелини-
зации [Mayoral et al., 2009]. Исследования, в
которых проводилось межвидовое сравнение
созревания нервной системы, указывают на
сходство последнего триместра беременно-
сти у человека с первыми неделями жизни
крыс или мышей и обосновывают использо-
вание неонатальной гипоксии у грызунов в
качестве модели перинатальной гипоксии че-
ловека [Wang et al., 2013; Суханова и др., 2016].

В настоящее время существует ряд моде-
лей для изучения острых и отставленных эф-
фектов ПГ. Наиболее широко используемая
модель ПГ на крысах была разработана в на-
чале 1980-х годов (модель Rice-Vannucci).
В этой модели использовалась комбинация
односторонней перевязки общей сонной ар-
терии у 7-дневного детеныша крысы с после-
дующим помещением животного в условия
пониженного содержания кислорода (8%)
[Rice et al., 1981]. Уровень зрелости ЦНС
7-дневного детеныша крысы сопоставим с
32–34-недельным эмбрионом или с недоно-
шенным новорожденным. Для моделирова-
ния гипоксии новорожденных с высокой сте-
пенью недоношенности грызунов подверга-
ли гипоксии на третий постнатальный день
(ПНД) [Smith et al., 2014]. Патологические
последствия такого комбинированного воз-
действия включали в себя повреждения как
серого, так и белого вещества мозга [Vannucci
et al., 1988]. Гипоксия/ишемия (Г/И) на 7 ПНД
грызунов приводила в дальнейшем к замед-
лению физического и моторного развития,
гиперактивности животных и нарушению
обучения [Fan et al., 2005; Alexander et al.,
2014; Smith et al., 2014; Суханова и др., 2016].
Недостатками модели Rice-Vannucci являют-
ся инвазивность (необходимость хирургиче-
ского воздействия и наркоза) и фокальный
характер повреждения мозга, отличный от
клинической картины нарушений у человека
[Millar et al., 2017; Jantzie, Robinson, 2015].
Кроме того, постоянная окклюзия сонной
артерии затрудняет исследование отставлен-
ных эффектов ПГ.

В качестве модели ПГ также применяют
гипоксическое воздействие в отсутствие
ишемии. По данным некоторых авторов, ги-

поксия без ишемии не приводит к гистологи-
ческим и функциональным нарушениям
[Rice et al., 1981; Towfighi et al., 1997]. Однако
большое число исследований, выполненных
за последние 20 лет, свидетельствуют о нали-
чии гистологических [Отеллин и др., 2012],
функциональных и поведенческих измене-
ний, вызванных однократным неонатальным
гипоксическим воздействием [Takada et al.,
2016; Wang et al., 2013; Millar et al., 2017; Sukha-
nova et al., 2018; 2019].

Большинство исследований эффектов ПГ
выполнено на крысах; работ, проведенных на
мышах, значительно меньше. При этом раз-
ными авторами используются различные
протоколы экспериментов, что приводит к
противоречивости полученных результатов.
Так, в модели Rice-Vannucci на мышах жи-
вотные в возрасте 7 ПНД подвергались гипо-
ксическому воздействию различной длитель-
ности – 30 мин [Sheldon et al., 2009], 45 мин
[Chavez-Valdez et al., 2014] или 60 мин [Ten
et al., 2003]. В моделях гипоксии без ишемии
также применялось воздействие разной ин-
тенсивности – 8% О2, 35 мин [Rotstein et al.,
2006], 5% О2, 120 мин [Wang et al., 2013].

Однако возможность выполнения транс-
генных манипуляций делает мышей привле-
кательным объектом исследования в моделях
различных патологий, в том числе ПГ [Shel-
don et al., 1998; Salmaso et al., 2014]. При этом
необходимо разработать методы оценки ней-
рофункциональных нарушений у мышей, так
как использование генетически модифици-
рованных животных будет способствовать
выяснению тонких молекулярных механизмов
повреждения головного мозга, вызванных ги-
поксией [Ten et al., 2003]. Это определяет необ-
ходимость разработки стандартизированных
моделей ПГ на мышах, позволяющих долго-
временную оценку реакции на гипоксиче-
ское воздействие, а также важность сопостав-
ления острых и отдаленных последствий оди-
накового воздействия у грызунов разных
видов [Burnsed et al., 2015].

Ранее нами было проведено исследование
эффектов однократной нормобарической ги-
поксии (ОНГ, 8% О2, 2 ч) на второй день
жизни крыс как модели умеренного гипокси-
ческого повреждения мозга недоношенных
новорожденных. Нами были выявлены зави-
симые от пола эффекты гипоксии на уровне
транскрипционной активности генов, содер-
жания нейротрофина и прооксидантного-ан-
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тиоксидантного баланса, а также нарушения
сенсомоторного развития, поведения и ко-
гнитивных функций у потомства крыс
[Sukhanova et al., 2018; 2019]. Целью представ-
ленной работы явилось изучение физиологи-
ческих эффектов однократной нормобариче-
ской гипоксии у детенышей мышей линии
C57BL/6, а также сопоставление полученных
данных с результатами, полученными ранее в
нашей лаборатории с использованием анало-
гичной модели на крысах линии Wistar. На-
стоящее исследование было предпринято для
разработки воспроизводимой модели крат-
косрочных и долговременных функциональ-
ных нарушений у грызунов, вызванных ОНГ.

МЕТОДИКА

Работа выполнена на мышах линии
C57BL/6 обоего пола. Всего в работе была ис-
пользована 61 мышь из 7 выводков. Живот-
ных содержали в стандартных условиях вива-
рия с соблюдением 12-часового светового ре-
жима и со свободным доступом к воде и
пище. Исследование проведено с соблюдени-
ем биоэтических норм обращения с экспери-
ментальными животными в соответствии с
“Правилами надлежащей лабораторной прак-
тики”, утвержденными приказом МЗ РФ
№ 199н от 01.04.2016 г.

День рождения мышат принимали за нуле-
вой день жизни. На второй постнатальный
день (2 ПНД) мышей взвешивали, маркиро-
вали (наносили метки на хвост маркером),
затем каждый выводок делили на 2 группы
так, чтобы в каждой группе было по 2–3 мы-
ши разного пола из каждого выводка. Мышей
одной группы (n = 33) на 2 ПНД изымали из
гнезда и помещали в инкубатор с понижен-
ным содержанием кислорода (8% О2) и тем-
пературой 37°С на 2 ч (группа “гипоксия”),
остальных животных (n = 28) не подвергали
воздействию гипоксии, в тот же день изыма-
ли из гнезда и помещали в аналогичные усло-
вия при нормоксии (21% О2) (группа “кон-
троль”). Детеныши каждого выводка вместе с
матерью содержались в отдельной клетке до
достижения ими месячного возраста.

Для оценки уровня физического развития
животных регистрировали массу тела, воз-
раст открытия глаз и слуховых проходов.
Массу тела измеряли ежедневно в течение
первой недели жизни, затем – каждые 2–3 дня.
Относительный прирост массы тела рассчи-

тывали по формуле – (масса на 3 ПНД – мас-
са на 2 ПНД / масса на 2 ПНД Х 100%).

Уровень психомоторного развития оценива-
ли при помощи стандартных тестов [Altman,
Sudarshan, 1975]. “Рефлекс переворота на
плоскости” – мышонка помещали на спину и
засекали время, за которое животное пере-
вернется на все четыре лапы. Данный тест
проводили дважды – в возрасте 3 и 5 дней.
Максимальное время наблюдения 60 сек.
“Рефлекс ползания” – мышонка в возрасте
10 дней помещали в центр окружности диа-
метром 13 см и регистрировали время, через
которое животное всеми четырьмя лапами
окажется вне круга. Максимальное время на-
блюдения 120 сек. “Рефлекс отрицательного
геотаксиса” – животное в возрасте 12 дней
помещали на наклонную поверхность дли-
ной 30 см (45°) головой в направлении скло-
на. Регистрировали латентный период (ЛП)
поворота, т.е. время, за которое животное по-
ворачивается на 180°, максимальное время
наблюдения 60 сек. Если в течение макси-
мального периода наблюдения мышь не вы-
полняла задачу, то это время принимали за
ЛП выполнения реакции.“Удержание на го-
ризонтальном стержне” – животное в воз-
расте 12 дней помещали на горизонтальный
тонкий стержень, закрепленный на высоте
15 см от пола, и регистрировали время удер-
жания на стержне.

Оценку уровня двигательной и исследова-
тельской активности проводили в тесте “От-
крытое поле” (ОП, возраст 24–26 ПНД) еже-
дневно в течение трех последовательных
дней. Экспериментальная установка для мы-
шей представляет собой круглую арену с диа-
метром 63 см и высотой стенок 32 см. Пол
установки поделен на 19 секторов двумя
окружностями и шестью диаметрами. Экспе-
римент проводится в тишине и при красном
освещении. Животное помещали в центр по-
ля и в течение 5 мин регистрировали следую-
щие показатели: ЛП выхода из центра поля;
количество пройденных секторов, стоек
(подъемов на задние лапы) и выходов в центр
поля.

Оценку уровня тревожности животных
проводили в тесте “Приподнятый крестооб-
разный лабиринт” (ПКЛ, возраст 30 ПНД).
Экспериментальная камера лабиринта состо-
ит из четырех расходящихся под прямым уг-
лом из центра рукавов (длина рукавов – 30 см,
ширина – 5 см, высота стенок – 15 см). Два
противоположных рукава затемнены (осве-
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щенность 10 лк) и закрыты стенками с тор-
цов; два других – освещены (400 лк) и откры-
ты. Лабиринт устанавливали на высоте 55 см
от пола. Животное помещали в центр лаби-
ринта и в течение 5 мин регистрировали сле-
дующие показатели: ЛП первого захода в тем-
ный отсек; общее время нахождения на от-
крытых и закрытых рукавах; количество
заходов в открытые рукава и закрытые рука-
ва; количество свешиваний с открытых рука-
вов; количество стоек (подъемов на задние
лапы).

При статистической обработке данных ис-
пользовали пакет программ “Statistica 10”.
Полученные экспериментальные данные были
проверены на нормальность с использованием
теста Колмогорова–Смирнова. Распределение
всех выборок соответствовало нормальному
(p > 0.20), что позволило применить фактор-
ный дисперсионный анализ (factorial ANOVA).
Сравнение между группами проводили с ис-
пользованием двухфакторного ANOVA (фак-
торы “группа” и “пол”). При отсутствии зна-
чимого эффекта фактора “пол” и значимого
взаимодействия между факторами сравнива-
ли результаты, полученные на всей выборке
мышей. Межгрупповые различия динамиче-
ских показателей (изменение массы тела, ре-
флекс поворота на плоскости, изменение пока-
зателей поведения в ОП) оценивали с помо-
щью трехфакторного ANOVA для повторных
измерений для факторов “группа”, “пол” и
“возраст”/“день тестирования”. В случае ста-
тистически значимого эффекта факторов или
их взаимодействия для дальнейшей оценки
различий между группами при post-hoc ана-
лизе использовали критерий Fisher LSD. Раз-

личия между группами считали статистиче-
ски значимыми при p < 0.05. Данные на ри-
сунках и в таблице  представлены в виде
среднее ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В ходе гипоксического воздействия умер-

ло 6 мышат, таким образом, уровень леталь-
ности составил 18.2% по всей выборке живот-
ных, при этом статистически значимых отли-
чий по этому показателю в подгруппах
самцов и самок зарегистрировано не было.

Оценка уровня физического развития
Не было выявлено отличий между группа-

ми по таким показателям физического разви-
тия, как возраст открытия глаз и отлипания
ушных раковин (табл. 1).

Измерение массы тела мышат на 2 ПНД
(до сеанса гипоксии) не выявило исходных
отличий между группами (табл. 1). В первые
сутки после гипоксии относительный при-
рост массы тела у животных, перенесших воз-
действие, был статистически значимо мень-
ше (p < 0.05), чем у контрольных, при этом не
было зарегистрировано влияния фактора “пол”
(табл. 1). Трехфакторный ANOVA для повтор-
ных измерений показал статистически значи-
мое влияние фактора “возраст” (F11,561 = 2879.0;
p < 0.001) на протяжении всего исследования
(2–29 ПНД), т.е. во всех группах животные
набирали вес. Кроме того, было зарегистри-
ровано статистически значимое влияние
фактора “пол” (F1,51 = 4.67; p = 0.035), а также
взаимодействие факторов “возраст” × “пол”
(F1,51 = 15.0; p < 0.001), поэтому дальнейший

Таблица 1. Показатели физического развития мышей в группах Контроль и Гипоксия
Table 1. Parameters of physical development of Control and Hypoxic mice

Результаты представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего. Число самцов/самок в группе “контроль” – 11/17,
в группе “гипоксия” – 11/16. Статистически значимые отличия (p < 0.05) выделены курсивом.
The results are expressed as the mean ± standard error of the mean (SEM). The number of male/female rats in the “control” group –
11/17, in the “hypoxia” group – 11/16. Significant differences (p < 0.05) are marked by italic.

Показатели Контроль
(n = 28)

Гипоксия
(n = 27)

Результаты двухфакторного ANOVA

Группа – F (p) Пол – F (p) Группа X 
Пол – F (p)

Масса тела до гипоксии (г) 1.8 ± 0.05 1.9 ± 0.05 F1,51 = 0.09 (0.77) F1,51 = 0.73 (0.40) F1,51 = 0.12 (0.74)
Относительный привес в пер-
вые сутки после гипоксии (%)

28.5 ± 2.2 21.6 ± 2.1 F1,51 = 6.62 (0.01) F1,51 = 0.13 (0.72) F1,51 = 0.04 (0.84)

День открытия слуховых про-
ходов

3.8 ± 0.10 3.9 ± 0.06 F1,51 = 1.53 (0.23) F1,51 = 0.06 (0.81) F1,51 = 0.06 (0.81)

День открытия глаз 14.8 ± 0.09 14.7 ± 0.09 F1,51 = 1.83 (0.19) F1,51 = 0.49 (0.48) F1,51 = 0.24 (0.63)
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анализ изменения массы тела проводили раз-
дельно для самцов и самок. Применение
двухфакторного ANOVA для повторных из-
мерений отдельно в подгруппах самцов и са-
мок не выявило влияния фактора “группа” у
самцов как в течение первой недели жизни
(F1,19 = 0.12; p = 0.82), так и в ходе дальнейших
измерений (F1,19 < 0.001; p = 0.99). Также в
подгруппе самцов не наблюдалось взаимо-
действия факторов “группа” × “возраст”
(F2,38 = 0.01; p = 0.99 и F7,126 = 0.07; p = 0.99 для
первой недели жизни и последующих изме-
рений соответственно) (рис. 1). В подгруппе
самок, перенесших гипоксию, на уровне тен-
денции отмечалось отставание от контроля
по массе тела в течение первой недели жизни
(F1,32 = 3.30; p = 0.08), при дальнейших изме-
рениях влияния фактора “группа” не наблю-
далось (F1,32 = 1.55; p = 0.22). Взаимодействия
факторов “группа” × “возраст” отмечено не
было (F2,64 = 0.60; p = 0.55 и F7,224 = 1.47; p =
= 0.18 для первой недели жизни и последую-
щих измерений соответственно) (рис. 1).

Рефлекс переворачивания на плоскости.
Применение трехфакторного ANOVA для по-
вторных измерений выявило статистически
значимый эффект факторов “группа” (F1,45 =
= 7.63; p = 0.008), “пол” (F1,45 = 6.89; p = 0.012),
“возраст” (F1,45 = 23.1; p < 0.001) и значимое
взаимодействие данных факторов (F1,45 = 5.18;
p = 0.028). Последующий анализ выявил ста-
тистически значимое увеличение ЛП перево-
рота на 3 ПНД у самцов группы гипоксия по
сравнению с самцами группы контроль (p =
= 0.048). В подгруппе самок отличий между
контролем и опытом на 3 ПНД отмечено не
было, при этом ЛП переворота у контроль-
ных самок статистически значимо превышал
величину этого показателя у контрольных
самцов (p = 0.03). На 5 ПНД в подгруппе сам-
цов отличий между опытом и контролем за-
регистрировано не было, при этом самки, пе-
ренесшие гипоксию, выполняли рефлекс пе-
реворачивания на плоскости статистически
значимо дольше, чем самки из контрольной
группы (р = 0.007) (рис. 2).

Рефлекс ползания. Методом двухфактор-
ного ANOVA не было выявлено влияния фак-
тора “группа” (F1,51 = 0.01; p = 0.996), а также
взаимодействия факторов “группа” × “пол”
(F1,51 = 0.11; p = 0.742). Однако было отмечено
статистически значимое влияние фактора
“пол” (F1,51 = 5.30; p = 0.025) на время выпол-
зания из круга. Дальнейший анализ показал,

что самки вне зависимости от группы выпол-
няют задачу быстрее, чем самцы (рис. 3 (а)).

Рефлекс отрицательного геотаксиса. Ана-
лиз полученных результатов с помощью двух-
факторного ANOVA показал отсутствие вли-
яния факторов “группа” (F1,51 = 0.01; p = 0.93)
и “пол” (F1,51 = 0; p = 0.93) на ЛП поворота на
180°, а также взаимодействия этих факторов
(F1,51 = 0.65; p = 0.42) в данном тесте (рис. 3 (б)).

Удержание на горизонтальном стержне. Ис-
пользование двухфакторного ANOVA не вы-
явило эффекта фактора “группа” (F1,51 = 1.57;
p = 0.22) на время удержания на стержне, при
этом наблюдался на уровне тенденции эф-
фект фактора “пол” (F1,51 = 3.47; p = 0.07) и ста-
тистически значимое взаимодействие факто-
ров “группа” × “пол” (F1,51 = 5.09; p = 0.028). Post
hoc анализ показал статистически значимое
снижение времени удержания на горизон-
тальном стержне у самок, перенесших гипо-
ксию, по сравнению с самками контрольной
группы (p = 0.008), а также по сравнению с
самцами, перенесшими гипоксическое воз-
действие (p = 0.006) (рис. 3 (в)).

Оценка ориентировочно-исследовательской 
активности и тревожности

Тест “Открытое поле”. Оценка уровня дви-
гательной активности и ориентировочно-ис-
следовательской реакции проводилась в ОП в
течение трех последовательных дней (24–
26 ПНД). Трехфакторный ANOVA для по-
вторных измерений не выявил влияния фак-
тора “пол” на такие параметры поведения
крыс в тесте ОП, как ЛП выхода из центра по-
ля (F1,50 = 0.41, p = 0.53), количество пройден-
ных секторов (F1,50 = 1.15, p = 0.29), число сто-
ек (F1,50 = 0.35, p = 0.56) и выходов в центр ОП
(F1,50 = 0.78, p = 0.38), а также взаимодействия
факторов “пол” и “группа” (F1,50 < 2.00, p >
> 0.16), что позволило представить данные,
полученные по всей выборке животных (рис. 4).
При этом было зарегистрировано статисти-
чески значимое влияние фактора “группа” на
величину ЛП выхода из центра ОП (F1,50 =
= 5.03; p = 0.029), а также влияние фактора
“день тестирования” на все регистрируемые
показатели (F2,100 > 3.50, p < 0.035). Кроме то-
го, отмечалось взаимодействие указанных
факторов на уровне тенденции для таких по-
казателей, как ЛП и количество пройденных
секторов (F2,100 = 3.07, p = 0.051 и F2,100 = 2.70,
p = 0.07 соответственно). Последующий ана-
лиз показал, что у мышей, перенесших гипо-
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ксию, ЛП выхода из центра поля во второй
день опыта статистически значимо больше,
чем в контроле (p = 0.02), и этот показатель
снижается к третьему дню опыта (p = 0.002).
У контрольных животных величина ЛП оста-
валась на одном уровне на протяжении всех
трех дней тестирования (рис. 4 (а)). В ходе
эксперимента горизонтальная двигательная
активность (длина пробега) и число выходов
в центр ОП в контрольной группе мышей
статистически значимо снижались относи-
тельно первого дня опыта (p < 0.02 и p < 0.001
для второго и третьего дня соответственно).
В группе мышей, подвергавшихся гипоксии,

эти показатели в ходе опыта сохранялись на
постоянном уровне (рис. 4 (б) и (г)). Измене-
ний вертикальной двигательной активности
(числа стоек) в течение трех дней тестирова-
ния у животных обеих групп зарегистрирова-
но не было (рис. 4 (в)).

Тест “Приподнятый крестообразный лаби-
ринт”. Анализ параметров поведения живот-
ных в ПКЛ методом ANOVA не выявил влия-
ния фактора “пол” на показатели поведения
мышей (F1,50 < 1.65, p > 0.20) и взаимодей-
ствия факторов “группа” × “пол” (F2,50 < 1.90,
p > 0.18), что позволило представить данные,
полученные по всей выборке животных (рис. 5).

Рис. 1. Влияние неонатальной гипоксии на изменение массы тела самцов и самок мышей со 2-го по 8-й и
с 10-го по 29-й дни жизни. По оси абсцисс – возраст животных (дни), по оси ординат – масса тела (г). Чис-
ло самцов/самок в группе “контроль” – 11/17, в группе “гипоксия” – 11/16. В подгруппе самок отмечено
на уровне тенденции влияние фактора “группа” на изменение массы тела в течение первой недели жизни
(F1,32 = 3.30; p = 0.08; 2-way ANOVA).
Fig. 1. The effects of the neonatal hypoxia on the changes in body weight of male and female mice from 2 to 8 days
and from 10 to 29 days of life. The X-axis – age of animals (days), the Y-axis – body weight (g). The number of
male/female mice in the “control” grou p – 11/17, in the “hypoxia” group – 11/16. In the female subgroup, the in-
fluence of the factor “group” on the change in body weight during the first week of life was noted at the tendency
level (F1,32 = 3.30; p = 0.08; 2-way ANOVA).
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Рис. 2. Влияние неонатальной гипоксии на становление рефлекса переворота на плоскости. По оси абс-
цисс – возраст животных (дни), по оси ординат – латентный период переворота (с). Число самцов/самок
в группе “контроль” – 10/15, в группе “гипоксия” – 10/14. Зарегистрированы статистически значимые эф-
фекты факторов “группа” (F1,45 = 7.63; p = 0.008), “пол” (F1,45 = 6.89; p = 0.012), “день жизни” (F1,45 = 23.1;
p < 0.001) и взаимодействие данных факторов (F1,45 = 5.18; p = 0.028) (3-way ANOVA). Статистически зна-
чимые отличия от соответствующего контроля отмечены * (p < 0.05) и ** (p < 0.01), отличия от подгруппы
самцов – # (p < 0.05) (Fisher LSD критерий).
Fig. 2. The effects of the neonatal hypoxia on the maturation of the Righting reflex. The X-axis – the age of animals
(days), the Y-axis – mean latency to turn (sec). The number of male/female mice in the “control” group – 10/15,
in the “hypoxia” group – 10/14. Significant effects of factors “group” (F1,45 = 7.63; p = 0.008), “gender” (F1,45 =
= 6.89; p = 0.012), “day of life” (F1,45 = 23.1; p < 0.001) and the factors interaction (F1,45 = 5.18; p = 0.028) was
shown (3-way ANOVA). Significant differences vs corresponding control marked * (p < 0.05) and ** (p < 0.01), dif-
ferences vs male subgroup – # (p < 0.05) (Fisher LSD test).
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Рис. 3. Влияние неонатальной гипоксии на становление моторных рефлексов. По оси ординат – латент-
ный период (с) выполнения следующих тестов: рефлекса ползания (а), негативного геотаксиса (б), удер-
жания на горизонтальном стержне (в). Число самцов/самок в группе “контроль” – 11/17, в группе “гипо-
ксия” – 11/16. 2-way ANOVA показал статистически значимое влияние фактора “пол” на время выполза-
ния из круга (F1,51 = 5.30; p = 0.025) и взаимодействие факторов “пол” и “группа” для времени удержания
на стержне (F1,51 = 5.09; p = 0.028). Обозначения, как на рис. 2.
Fig. 3. The effects of the neonatal hypoxia on the maturation of the motor reflexes. The X-axis – mean latency times
(sec) for performing the following tests: Gait reflex (a), Negative Geotaxis (б), Traction reflex test (в). The number
of male/female mice in the “control” group – 11/17, in the “hypoxia” group – 11/16. 2-way ANOVA showed sig-
nificant effect of factor “group” for latensy to exit from the circle (F1,51 = 5.30; p = 0.025) and interaction of factors
“gender” and “group” for the holding time on the rod (F1,51 = 5.09; p = 0.028). Notation as in Fig. 2.
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На уровне тенденции отмечалось влияние
фактора “группа” на такие показатели, как
число выходов на открытые рукава и число
свешиваний с открытых рукавов лабиринта
(F1,50 = 3.22; p = 0.079 и F1,50 = 3.03; p = 0.082
соответственно). Последующий анализ также
выявил тенденцию к снижению числа выхо-
дов на открытые рукава и числа свешиваний
с открытых рукавов в группе мышей, пере-
несших гипоксию, относительно контроля
(p = 0.061 и p = 0.059 соответственно) (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для изучения патогенеза и поиска путей
коррекции последствий перинатальной ги-
поксии необходима разработка адекватных
экспериментальных моделей. В данной рабо-
те мы использовали модифицированную мо-
дель ОНГ (8% О2 в течение 2 ч на 2 ПНД)
[Wang et al., 2013]. Ранее нами было показано,
что такое воздействие оказывает негативное
влияние на физическое развитие, поведение,
уровень тревожности и способность к обуче-

Рис. 4. Влияние неонатальной гипоксии на поведение мышей в тесте “Открытое поле”. По оси абсцисс –
величина параметра: (а) – латентный период выхода из центра арены, (б) – число пересеченных секторов,
(в) – число стоек, (г) – число выходов в центр арены. По оси ординат – дни тестирования в ОП. Число
самцов/самок в группе “контроль” – 10/17, в группе “гипоксия” – 11/16. 3-way ANOVA выявил значимое
влияние фактора “группа” на величину ЛП выхода из центра ОП (F1,50 = 5.03; p = 0.029) и взаимодействие
факторов “группа” и “день тестирования” на уровне тенденции для ЛП выхода из центра ОП (F2,100 = 3.07,
p = 0.051) и числа пройденных секторов (F2,100 = 2.70, p = 0.07). Статистически значимые отличия от кон-
троля отмечены ** (p < 0.01), от соответствующего показателя в первый день тестирования – & (p < 0.05)
(Fisher LSD критерий).
Fig. 4. The effects of the neonatal hypoxia on the mouse behavior in Open Field test. The X-axis – parameter value:
(а) – the latency to exit from the center of the arena, (б) – the number of crossing, (в) – the number of rears, (г) –
the number of visits to the center of arena. The Y axis – days of testing in the Open Field. The number of male/female
mice in the “control” group – 10/17, in the “hypoxia” group – 11/16. 3-way ANOVA revealed significant effect of
factor “group” on the latency to exit from the center of the arena (F1,50 = 5.03; p = 0.029) and interaction of factors
“group” and “day of testing” for the latency to exit from the arena center (F2,100 = 3.07, p = 0.051) and the number of
sectors crossing (F2,100 = 2.70, p = 0.07) at the tendency level. Significant differences vs control marked ** (p < 0.01),
differences vs corresponding value on the 1st day of testing – & (p < 0.05) (Fisher LSD test).
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нию крыс линии Wistar [Sukhanova et al., 2018;
2019]. В настоящей работе было показано, что
аналогичное воздействие (ОНГ на второй
день жизни) приводит к высокому уровню
летальности у мышей линии C57BL/6, а так-
же вызывает у них задержку физического и
моторного развития, изменения поведения в
тесте ОП и незначительное возрастание тре-
вожности в тесте ПКЛ.

При исследовании острых эффектов нео-
натальной гипоксии у мышей наблюдался
достаточно высокий уровень летальности
(18.2% по общей группе животных). Величи-
на этого показателя значительно превышает
уровень летальности при аналогичном воз-
действии у крыс линии Wistar (от 4 до 10% в
разных сериях экспериментов) [Sukhanova et al.,
2018; 2019]. Согласно данным литературы, в
моделях гипоксии-ишемии уровень смертно-
сти у мышей был значительно выше, чем у
крыс аналогичного возраста, при этом дли-
тельность гипоксического воздействия после
перевязки сонной артерии была меньше
[Burnsed et al., 2015; Diaz et al., 2017]. Следова-
тельно, мыши значительно хуже крыс пере-
носят неонатальное гипоксическое воздей-
ствие. Работ, в которых бы проводили срав-
нение крыс и мышей немного, однако в
имеющихся статьях отмечаются заметные
различия физиологического ответа на гипо-
ксию и профиля экспрессии генов у крыс и

мышей [Hoshikawa et al., 2003; Jochmans-
Lemoine et al., 2016]. Данные различия, веро-
ятно, лежат в основе разной устойчивости
крыс и мышей к одинаковому по степени тя-
жести гипоксическому воздействию.

При изучении влияния ПГ на параметры
соматического развития большинство иссле-
дований не выявило изменения этих показа-
телей у самцов и самок грызунов в моделях
однократной гипоксии или Г/И [Kletkiewicz
et al., 2016; Peterson et al., 2015]. В данной ра-
боте и проведенных нами ранее исследовани-
ях не было зарегистрировано изменения та-
ких показателей соматического развития, как
возраст открытия глаз и возраст открытия
слуховых проходов у мышей и крыс [Sukha-
nova et al., 2018].

Замедление набора веса было зарегистри-
ровано многими исследователями у крыс, пе-
ренесших Г/И, пол которых не был указан
[Lubics et al., 2005; Huang et al., 2016]. В тех
случаях, когда самцы и самки анализирова-
лись отдельно, отмечалось снижение массы
тела у самок, но не самцов крыс [Ashwal et al.,
2014] и мышей [Diaz et al., 2017], перенесших
Г/И. В наших экспериментах через сутки по-
сле гипоксии величина относительного при-
роста массы тела мышат, перенесших ОНГ,
была ниже, чем в контроле. Такое отличие
нельзя объяснить пищевой депривацией, ко-
торой подвергались мышата в период гипо-

Рис. 5. Влияние неонатальной гипоксии на поведение мышей в тесте “Приподнятый крестообразный ла-
биринт”. Число самцов/самок в группе “контроль” – 11/17, в группе “гипоксия” – 11/16. 2-way ANOVA
выявил влияние фактора “группа” на уровне тенденции на число выходов на открытые рукава (F1,50 = 3.22;
p = 0.079) и число свешиваний с открытых рукавов лабиринта (F1,50 = 3.03; p = 0.082).
Fig. 5. The effects of the neonatal hypoxia on the mice behavior in Elevated Plus Maze. The number of male/female
mice in the “control” group – 11/17, in the “hypoxia” group – 11/16. 2-way ANOVA revealed effect of factor
“group” on the number of the open arms entries (F1,50 = 3.22; p = 0.079) and the number of head dipping (F1,50 =
= 3.03; p = 0.082) at the tendency level.
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ксии, так как контрольные животные также
на это время отлучались от матери. Следова-
тельно, ОНГ приводит к замедлению приро-
ста массы тела как самцов, так и самок мы-
шей в течение первых суток после воздей-
ствия. В дальнейшем различий по массе
между мышами группы контроль и мышами,
перенесшими гипоксию, по общей выборке
не наблюдалось. Однако на уровне тенден-
ции в течение недели после гипоксии отмеча-
лось отставание по массе у самок, перенес-
ших ОНГ, относительно контроля. Прове-
денные нами ранее эксперименты также
показали, что ОНГ вызывает замедление на-
бора массы тела у самок, но не у самцов крыс
[Sukhanova и др., 2018]. Следовательно, как в
случае крыс, так и мышей влияние гипоксии
на изменение массы тела носит зависимый от
пола характер.

Показателем физического развития также
является скорость созревания сенсомотор-
ных рефлексов. Согласно клиническим дан-
ным, у новорожденных, перенесших ПГ, на-
рушения ранних рефлексов (таких как ре-
флекс Моро, подошвенный, хватательный,
сосательный рефлексы) являются высоко-
предиктивными для дальнейшего развития
церебрального паралича и задержки умствен-
ного развития [Ten et al., 2003]. В экспери-
ментах увеличение времени выполнения пе-
реворота на плоскости и поворота в тесте от-
рицательного геотаксиса отмечалось у крыс
[Fan et al., 2005; Lubics et al., 2005; Grojean et al.,
2003] и мышей [Rostein et al., 2006; Wang et al.,
2013; Xu et al., 2016], перенесших гипоксию
или Г/И. Также было зарегистрировано сни-
жение времени удержания на горизонталь-
ном стержне (или струне) у подвергавшихся
неонатальной гипоксии грызунов [Fan et al.,
2005; Grojean et al., 2003; Xu et al., 2016]. В
большинстве работ не было выявлено изме-
нения времени выполнения рефлекса полза-
ния у животных, перенесших ПГ [Peterson et al.,
2015; Huang et al., 2016]. В данной работе нами
было зарегистрировано замедление станов-
ления рефлекса переворота на плоскости у
мышей, перенесших ОНГ. При этом у самцов
ЛП выполнения задачи превышал контроль-
ные значения на 3 ПНД, а у самок – на 5 ПНД.
Следовательно, ОНГ приводила к наруше-
нию становления рефлекса переворота как у
самцов, так и у самок крыс, отмеченные от-
личия связаны с разным временем созрева-
ния данного рефлекса у животных разного
пола. При изучении эффектов аналогичного

воздействия на крысах было показано нару-
шение выполнения рефлекса переворота у
самцов, но не у самок в возрасте 6 ПНД
[Sukhanova et al., 2018]. Однако в этом воз-
расте время выполнения рефлекса в подгруп-
пе контрольных самок было значимо больше,
чем у самцов. Можно предположить, что
дальнейшие наблюдения могли бы выявить
нарушения этого рефлекса у самок крыс.
В данной работе нами не было зарегистриро-
вано влияние ОНГ на время выполнения ре-
флексов ползания и отрицательного геотак-
сиса у мышей, хотя самки в целом быстрее
покидали пределы окружности. Однако сле-
дует отметить, что среднее время выполнения
реакции в тесте отрицательного геотаксиса
на 12 ПНД во всех группах мышей не превы-
шало семи с, т.е. все мыши успешно выпол-
няли задачу. Можно предположить, что про-
верка этого рефлекса у мышей более раннего
возраста позволит зарегистрировать эффекты
ОНГ [Ten et al., 2003]. У крыс, перенесших
ОНГ, было зарегистрировано нарушение вы-
полнения рефлекса отрицательного геотак-
сиса на 12 ПНД; при этом влияния на выпол-
нение рефлекса ползания, как и у мышей, от-
мечено не было [Sukhanova и др., 2018].
В тесте удержания на горизонтальном стерж-
не негативные эффекты ОНГ у мышей были
зарегистрированы только в подгруппе самок.
На крысах эффекты ОНГ на выполнение та-
кого рефлекса исследованы ранее не были.

Известно, что ПГ у млекопитающих при-
водит к долговременному неврологическому
дефициту, в том числе к изменению реакции
на стресс и ухудшению способности к обуче-
нию [Millar et al., 2017]. Тест “Открытое поле”
используется для оценки двигательной и ис-
следовательской активности грызунов в не-
знакомых условиях и относительно большом
пространстве [Altman, Sudarshan, 1975]. При
этом многократные посадки животного в
установку позволяют выявить ноотропную
активность у изучаемых соединений или воз-
действий [Platel et al., 1984]. Ранее было пока-
зано, что изменение поведения в ОП у крыс,
перенесших неонатальную аноксию, носит
двухфазный характер: временная гиперак-
тивность в подростковом возрасте сменяется
гипоактивностью у взрослых крыс [Caputa
et al., 2005]. Проведенное нами ранее изуче-
ние поведения в ОП крыс, подвергавшихся
ОНГ, показало увеличение двигательной ак-
тивности в возрасте 30 дней [Sukhanova и др.,
2019]. Также было показано, что неонаталь-
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ная гипоксия без ишемии у однодневных мы-
шей (5% О2, 2 часа) приводит в дальнейшем к
гиперактивности в возрасте 14–16 дней и на-
рушению пространственного обучения в воз-
расте 30 дней [Wang et al., 2013]. В данной ра-
боте у мышей, перенесших ОНГ, в ОП отме-
чались проявления гиперактивности и
снижения способности к запоминанию, т.к.
при повторном помещении в установку дли-
на пробега и количество выходов в центр аре-
ны не изменялись по сравнению с первым
днем. В контроле при повторном помещении
в установку эти показатели снижались. О на-
рушении процессов запоминания у живот-
ных, перенесших гипоксию, может также
свидетельствовать увеличение ЛП выхода из
центра ОП на второй день тестирования, что
может свидетельствовать о реакции затаива-
ния. Следовательно, у мышей, как и у крыс,
перенесших ОНГ, наблюдается гиперактив-
ность в тесте ОП, однако у мышей для выяв-
ления этого эффекта необходимо использо-
вать многократное предъявление экспери-
ментальной обстановки [Wang et al., 2013].

При исследовании поведения мышей в те-
сте ПКЛ в возрасте 30 дней не было выявлено
различий между контрольной и опытной
группами. Однако отмеченные на уровне
тенденции изменения параметров поведения
(числа свешиваний и выходов на открытые
рукава лабиринта) могут указывать на незна-
чительное возрастание тревожности у мы-
шей, перенесших гипоксию. Ранее влияние
неонатальной гипоксии на поведение мышей
в тесте ПКЛ не исследовалось. Результаты,
полученные в экспериментах на крысах, про-
тиворечивы. Так, в модели Г/И на 7 ПНД не
было зарегистрировано изменения уровня
тревожности крыс в ПКЛ [Arteni et al., 2010].
В моделях неонатальной гипоксии без ише-
мии отмечалось как отсутствие влияния на
уровень тревожности [Galeano et al., 2011],
так и увеличение тревожности у крыс [Takada
et al., 2016]. Для выяснения влияния неона-
тальной гипоксии на уровень тревожности
грызунов необходимы дальнейшие исследо-
вания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Оценка физиологических показателей у
мышей линии C57BL/6, подвергавшихся
ОНГ на второй день постнатального разви-
тия, показала высокий уровень летальности,
незначительное замедление физического

развития, задержку психомоторного разви-
тия. Эти эффекты носили зависимый от пола
характер. Кроме того, у мышей, перенесших
ОНГ, наблюдались изменения поведения в
тесте ОП и незначительное возрастание тре-
вожности в тесте ПКЛ. На основании прове-
денных исследований можно заключить, что
модель однократной неонатальной нормоба-
рической гипоксии у мышей в возрасте двух
дней может быть использована для дальней-
шего изучения патофизиологии и нейрохи-
мических механизмов, лежащих в основе
неврологических нарушений при перина-
тальной гипоксии.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского фонда фундаменталь-
ных исследований (грант № 19-04-00209).
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PHYSIOLOGICAL EFFECTS OF ACUTE NEONATAL NORMOBARIC 
HYPOXIA IN C57Bl/6 MICE

D. D. Khukharevaa, K. D. Gusevaa, Iu. A. Sukhanovaa, E. A. Sebentsovab, and N. G. Levitskayaa,b,#

a Lomonosov Moscow State University, Biology faculty, Moscow, Russia
b Institute of Molecular Genetics, Russian Academy of Science, Moscow, Russia
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Perinatal hypoxia (PH) is one of the main factors that have a negative impact on the development
of central nervous system. The PH consequences and the mechanisms of its development are inves-
tigated in animal experiments, mainly on rodents, which requires the development of adequate ex-
perimental models. The aim of the presented work was to study the effects of acute normobaric hy-
poxia in C57BL/6 mice of both sexes. Mice aged 2 days were exposed to hypoxia for 2 hours with
oxygen content of 8%. Control mice were kept under the same conditions with normal oxygen level.
From day 2 to day 31 of life, the level of physical and motor development, motor and exploratory
activity, and anxiety level were assessed. It was shown that the used hypoxic exposure leads to a high
level of mortality in C57BL/6 mouse strain, as well as causes a delay of the maturation of sensorim-
otor reflexes, behavior changes in the open field test and a slight increase in anxiety in the elevated
plus maze test. It can be concluded that the model of acute normobaric hypoxia in mice can be used
to study the pathophysiology and neurochemical mechanisms underlying neurological disorders
induced by perinatal hypoxia.

Keywords: perinatal hypoxia, experimental designs, sensorimotor development, locomotor activity,
anxiety, mice C57BL/6
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