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В исследовании представлены данные о влиянии стимуляции яичников хорионическим
гонадотропином человека (ХГЧ) на постнатальное развитие потомства у мышей. Данное
воздействие имело следствием лишь незначительные эффекты на созревание у потомства
неонатальных рефлексов, таких, как рефлекс переворачивания на поверхности и в воздухе,
а также на открытие глаз и формирование зрелой позы. Потомки обоих полов, полученные
от самок, которым вводили ХГЧ, отставали от контрольных животных по массе тела в
первую неделю после рождения. Кроме того, число нейронов в коре головного мозга по-
томков-самцов, полученных после введения матерям ХГЧ, было значительно больше на
42-й день жизни без изменения размера нейронов. Число нейронов в CA1 области гиппо-
кампа у потомков из группы ХГЧ было меньше, а размер нейронов был больше по сравне-
нию с таковым в контроле на 21-й день жизни. Результаты этого исследования показыва-
ют, что пренатальное воздействие ХГЧ практически не влияло на неонатальное развитие
потомков, за исключением некоторого отставания в наборе массы тела в первую неделю
жизни. Однако у потомков-самцов наблюдалось отставание в наборе массы тела в конце
периода вскармливания, а также изменения числа нейронов в СА1 области гиппокампа и
в префронтальной коре в конце периода вскармливания и в возрасте полутора месяцев.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время около семи миллионов

детей рождено в результате применения
вспомогательных репродуктивных техноло-
гий (ВРТ) (Berntsen et al., 2019). Хотя некото-
рые исследователи пытались установить при-
чинно-следственную связь между использо-
ванием ВРТ и частотой неврологических
расстройств у детей, лишь некоторые из них
подтвердили ее возможное существование
(Sandin et al., 2013; Liu et al., 2017; Emberti
Gialloreti et al., 2019). Данные, полученные на
людях, противоречивы и трудны для интер-
претации. Влияние ВРТ на повышение ча-

стоты возникновения тех или иных патоло-
гий тяжело отделить от воздействия других
факторов. В частности, материнский фактор,
здоровье и возраст родителей, а также их уро-
вень образования играют важную роль в после-
родовой жизни ребенка (Ponjaert-Kristoffersen
et al., 2005; Barbuscia, Mills, 2017). Поэтому не-
обходимы эксперименты на лабораторных жи-
вотных, чтобы понять влияние некоторых
элементов ВРТ на развитие нервной систе-
мы, поведение и функционирование мозга у
потомков (Ramos-Ibeas et al., 2019; Sunde,
2019; Раннева и др., 2020).
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Стимуляция яичников гонадотропинами –
это основная репродуктивная технология,
используемая как в медицине, так и в экспе-
риментах на животных (Amer, 2007; Luo et al.,
2011; Behringer et al., 2018). Часто для этих це-
лей выбирают хорионический гонадотропин
человека (ХГЧ) (Awonuga et al., 2018; Quaas,
Legro, 2019). Этот гонадотропин описывается
как гликопротеин с молекулярной массой
36.7 кДа, состоящий из субъединиц α и β.
ХГЧ является функциональным и структур-
ным аналогом лютеинизирующего гормона
(ЛГ), однако имеет уникальную рецептор-
специфическую β-субъединицу по сравне-
нию с ним (Quaas, Legro, 2019). ХГЧ индуци-
рует заключительную стадию созревания
ооцитов, от стадии герминального везикула –
GV (профаза I мейоза) до стадии MII (мета-
фазы II мейоза), воздействуя на рецепторы к
ЛГ, процесс, который у людей занимает око-
ло 36 ч (Quaas, Legro, 2019). У человека ХГЧ
продуцируется эмбрионом на ранних сроках
беременности, преимущественно после им-
плантации, когда образуется ткань хориона;
его концентрация увеличивается в несколько
тысяч раз к 10–12-й неделе беременности, а
затем начинает постепенно снижаться (Fourni-
er et al., 2015).

Суперовуляция у мышей индуцируется
“двухэтапным” протоколом с использовани-
ем вначале гонадотропина сыворотки жере-
бых кобыл – ГСЖК, а затем ХГЧ (Behringer
et al., 2018) или анти-ингибиновой сыворотки
и ХГЧ (Hasegawa et al., 2016). В некоторых ис-
следованиях изучали эффекты стандартной
схемы индукции суперовуляции с использо-
ванием ГСЖК и ХГЧ, вводимых самкам мы-
шей линии CD1 и межлинейным гибридам,
на созревание их ооцитов и преимплантаци-
онное развитие эмбрионов, полученных в ре-
зультате суперовуляции (Wang et al., 2006; Lee
et al., 2017). В других работах сообщалось о
влиянии лишь ХГЧ на развитие ооцитов и
эмбрионов мышей различных линий (Ertzeid,
Storeng, 1992; Ezoe et al., 2014; Ma et al., 2015;
Амстиславский и др., 2019; Tantitham et al.,
2020). В раннем исследовании на мышах
C57Bl было показано, что стимуляция яични-
ков только с помощью ХГЧ увеличивала долю
аномальных преимплантационных эмбрионов,
снижала общее число живых плодов, а также
повышала показатели постимплантационной
смертности (Ertzeid, Storeng, 1992). Подоб-
ные изменения также наблюдали у мышей
линии ICR (другое название линии СD1) по-

сле эмбриотрансфера самкам-реципиентам,
стимулированным ХГЧ, что привело к сни-
жению частоты имплантации и ухудшению
развития плодов (Ezoe et al., 2014). Однако
наше недавнее исследование показало более
высокое качество овуляции и более зрелые
формы ооцитов у мышей линии CD1, стиму-
лированных ХГЧ (Амстиславский и др.,
2019). Результаты этих работ противоречивы
и требуют дальнейшей проверки.

Примечательно, что мозг взрослых млеко-
питающих, в частности крыс Sprague-Dawley,
содержит рецепторы к ЛГ, с которыми также
связывается и ХГЧ, что играет важную роль в
нейроэндокринной регуляции и поведении, в
частности, исследовательской активности и
стереотипии (Al-Hader, 1997; Lei, Rao, 2001).
Было показано, что экзогенный ХГЧ, введен-
ный взрослым самкам крыс линии Sprague-
Dawley проникает через гематоэнцефаличе-
ский барьер, и, действуя на рецепторы
ЛГ/ХГЧ, повышенная плотность которых
имеется в гиппокампе, может приводить к
снижению у них двигательной, исследова-
тельской активности и стереотипии, а также
к уменьшению неофобии (Lukacs et al., 1995).

Поскольку стимуляция яичников гонадо-
тропинами является существенным элемен-
том комплекса ВРТ, применяемого в медици-
не, важно понимать, как эта процедура может
влиять на потомков. Введение экзогенного
ХГЧ изменяет пренатальную гормональную
среду, и, как было показано ранее на мышах
линии CF-1, приводит к снижению числа
нейронов в коре головного мозга у потомства
(Mainigi et al., 2016). Также предполагается,
что введение экзогенного ХГЧ во время бере-
менности мышам C57Bl может предохранять
от индуцированной гипоксической ишемии
мозга и снижать потери нейрональной ткани
у потомков (Movsas et al., 2017). Поскольку
данные о долгосрочных эффектах пренаталь-
ного воздействия экзогенного ХГЧ на разви-
тие центральной нервной системы скудны,
необходимо проведение дальнейших иссле-
дований.

Данное исследование было направлено на
изучение долгосрочных эффектов материн-
ской стимуляции яичников при помощи ХГЧ
у мышей. В частности, оценивали влияние
гормона на такие показатели у потомков как:
1) рост и развитие в период вскармливания;
2) созревание неонатальных рефлексов; 3) раз-
мер и число нейронов в префронтальной коре
и гиппокампе головного мозга мышей. Для
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оценки общего развития центральной нерв-
ной системы были выбраны такие структуры
головного мозга, как префронтальная кора,
которая играет важную роль в модуляции со-
циального (Bicks et al., 2015) и когнитивного
(Reinert et al., 2021) поведения у грызунов, а
также гиппокамп, ответственный за обучение
и память (Zemla, Basu, 2017).

МЕТОДИКА
Экспериментальные животные. Всего для

получения потомства использовали 11 самок
мышей аутбредной линии CD1 в возрасте
10 недель: пять самок в экспериментальной
группе (ХГЧ группа) и шесть в контрольной.
Линия мышей CD1 характеризуется плодо-
витостью и высокой материнской заботой,
именно этими качествами был обусловлен ее
выбор для нашего исследования. Некоторые
эффекты ХГЧ уже исследовали ранее на этой
линии (Амстиславский и др., 2019). Для спа-
ривания с самками использовали четыре сам-
ца той же линии с доказанной фертильно-
стью и того же возраста. Животных содержа-
ли в клетках размером 36 см × × 25 см × 14 см
(длина × ширина × высота), с подстилом из
древесной стружки. Самок с детенышами со-
держали индивидуально в конвенциональ-
ном виварии Института цитологии и генети-
ки (ИЦиГ), Новосибирск, при температуре
20–22°C, на стандартной диете (ЧАРА, Рос-
сия), по графику 12: 12 ч (день:ночь), доступ к
воде ad libitum. Эксперименты были одобрены
Комитетом по биоэтике ИЦиГ (протокол № 12
от 6 декабря 2012 г.) и соответствовали Евро-
пейской конвенции о защите позвоночных
животных, используемых в эксперименталь-
ных и других научных целях.

Стимуляция яичников. Стадию эстрального
цикла для каждой самки оценивали путем
проверки мазков из влагалища. Стадии цикла
классифицировали следующим образом:
проэструс, вагинальный мазок состоял пре-
имущественно из ядерных эпителиальных
клеток; эструс, безъядерные ороговевшие
клетки в мазке; метэструс, три типа клеток,
т.е. лейкоциты, ороговевшие и ядросодержа-
щие эпителиальные клетки; и диэструс, ма-
зок из влагалища, состоящий преимуще-
ственно из лейкоцитов (Caligioni, 2009).

На стадии эструса самкам эксперимен-
тальной группы вводили внутрибрюшинно
5 МЕ ХГЧ (Chorulon, Intervet, Новая Зелан-
дия) в 0.1 мл раствора 0.9% NaCl. Самкам

контрольной группы вводили только 0.1 мл
0.9% раствора NaCl. Всем самкам инъекцию
делали по одному графику: с 14:00 до 15:00.
После этого самок обеих групп помещали в
индивидуальные клетки на ночь с самцами
мышей той же линии с проверенной фер-
тильностью, а утром исследовали на наличие
вагинальных пробок. Самок с вагинальными
пробками содержали в индивидуальных клет-
ках до рождения потомства. Потомство
оставляли в домашней клетке с матерью до
отъема и отсаживали на 21-й день после рож-
дения (Д21). Молодняк самцов и самок со-
держали раздельно группами до пяти особей
в клетке до конца эксперимента, т.е. до
42-го дня после рождения (Д42).

Исследование потомков: измерение массы
тела и оценка неонатальных рефлексов. Массу
тела оценивали у 22 потомков-самцов и
24 потомков-самок из шести пометов кон-
трольной группы и у 21 потомка-самца и
17 потомков-самок из пяти пометов экспери-
ментальной группы с 6-го по 21-й день пост-
натального развития (Д6-Д21). Мышат взве-
шивали с Д6 по Д21 с помощью портативных
цифровых весов (с точностью до 0.1 г; Scout-
Pro SPS2001 F, Ohaus Corporation, США).
Кроме того, измеряли массу тела и мозга на
Д21 и Д42 и рассчитывали отношение массы
мозга к массе тела у потомков-самцов обеих
групп, которые были распределены случай-
ным образом и подвергнуты эвтаназии либо
на Д21, либо на Д42.

Неонатальные рефлексы оценивали у 22 по-
томков-самцов и 26 потомков-самок из ше-
сти пометов контрольной группы и у 21 по-
томка-самца и 17 потомков-самок из пяти по-
метов экспериментальной группы. Рефлексы
новорожденных оценивали, как описано ра-
нее (Fox, 1965; Heyser, 2004; Feather-Schussler,
Ferguson, 2016). Мышат осматривали еже-
дневно с Д3 по Д17. Все тесты проводили в
14:00.

Были проведены следующие тесты:
1) Тест на переворачивание тела (рефлекс

переворачивания на поверхности) проводили
следующим образом (Д3–Д7): мышонка рас-
полагали спиной на ровной поверхности. Ре-
гистрировали время, необходимое ему, чтобы
вернуться на четыре конечности. Время теста –
30 с.

2) Тест на переворачивание тела в воздухе
(рефлекс переворачивания в воздухе) прово-
дили следующим образом (Д7-Д12): мышон-
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ка держали вверх лапами на высоте 30 см над
поверхностью и бросали на мягкую поверх-
ность. Регистрировали, успешно ли он при-
землялся на свои четыре конечности (тест
пройден), либо падал на спину или бок (тест
не зачтен).

4) Тест на зрелость позы при движении
(Д15–Д17): мышонка помещали на плоскую
поверхность и легонько подталкивали, по-
буждая двигаться. Движение оценивали по
следующим критериям: ползание с асиммет-
ричным движением конечностей, медленное
ползание с симметричным движением ко-
нечностей и быстрое ползание/ходьба. Пере-
движение животного считали зрелым, когда
мышонок достигал симметричных движений
конечностей или ходьбы в течение двух по-
следовательных дней (Feather-Schussler, Fer-
guson, 2016).

5) Отслеживали открывание глаз (Д13–Д15):
фиксировали день, когда мышонок открывал
глаза.

Гистологический анализ. Число пирамид-
ных нейронов в гиппокампе и префронталь-
ной коре на Д21 и Д42 оценивали у 4–6 по-
томков-самцов контрольной и эксперимен-
тальной групп, взятых из разных пометов.
Для оценки были использованы только непо-
врежденные участки мозга с интересующими
областями. В тех областях, где была выявлена
значительная разница по числу пирамидных
нейронов, измеряли размер отдельных ней-
ронов, с целью выяснить, связано ли измене-
ние плотности нейронов с изменением их
размера.

Потомков мышей подвергали эвтаназии
при помощи декапитации, препарировали
мозг, фиксировали его в течение 48 ч в пара-
формальдегиде (10%) на PBS, а затем для
удобства дальнейшей работы делили на две
части по корональной плоскости с помощью
лезвия и помещали в гистологические кассе-
ты. Образцы подвергали гистологической об-
работке на автомате для проводки тканей ка-
русельного типа (ThermoScientific™ Citadel
2000, США) следующим образом: этанол 70% –
24 ч, этанол 80% – 24 ч, этанол 90% – 24 ч,
этанол 96% – 2 ч, н-бутанол – 2 ч, н-бута-
нол+о-ксилол – 2 ч, о-ксилол – 1–1.5 ч, о-кси-
лол – 1.5–2 ч, о-ксилол+парафин 37°C – 2 ч,
парафин 56°C – 7 ч. Мозг встраивали в блоки с
парафиновой средой Histomix Extra (BioVitrum,
Россия) с помощью Embedding Workstation
(HistoStar™ ThermoScientific™, США). Пара-

финовые срезы префронтальной коры и гип-
покампа (толщиной 4 мкм) нарезали серий-
но с помощью ротационного микротома
MicromHM340E (ThermoScientific, США) и
помещали на предметные стекла для подсче-
та нейронов. Для каждого животного делали
пять или шесть срезов на исследуемую об-
ласть мозга. Затем срезы окрашивали по Нис-
слю для идентификации нейронов в пре-
фронтальной коре и гиппокампе. Произво-
дили подсчет нейронов в областях CA1, CA2,
CA3, DG гиппокампа, а также в третьем слое
префронтальной коры (Mazumder et al., 2019).
Срезы изготовляли в соответствии с атласом
(Paxinos, Franklin, 2012) и координатами моз-
га по Allen Atlas Brain: AP (Bregma) = +2.8 мм
для префронтальной коры и AP (Bregma) =
= –1.94 для гиппокампа. Были сделаны изоб-
ражения идентичных полей областей мозга с
помощью микроскопа Zeiss Scope A1 (Carl
Zeiss, Германия) и цветной камеры Zeiss
Axiocam 512 (Carl Zeiss, Германия). Пирамид-
ные нейроны определяли с учетом морфоло-
гических критериев визуально на срезе как
самые крупные из окрашенных клеточных
элементов и подсчитывали вручную в обла-
сти интереса. С помощью программы ImageJ
(NIH, США) задавали стандартные области
интереса: площадью 5361.17 мкм2 для зоны
CA1, 2901.37 мкм2 для зоны CA2, 4585.55 мкм2

для зоны CA3 и 4554.11 мкм2 для DG. Число
пирамидных нейронов префронтальной ко-
ры измеряли на площади 11948.64 мкм2. По-
лученные значения рассчитывали как число
нейронов в 1 мм2 без учета толщины среза,
которая была во всех случаях стандартной
(4 мкм). Диаметр пирамидных нейронов из-
меряли с помощью программы ImageJ (NIH,
США). Всего было проанализировано 360 и
300 пирамидных нейронов для области CA1
гиппокампа и 410 и 290 пирамидных нейро-
нов для префронтальной коры в контрольной
и ХГЧ группах соответственно.

Статистический анализ. Анализ результа-
тов проводили с использованием программ-
ного обеспечения STATISTICA v. 6.0 (Stat-
Soft, Inc., США). Все массивы данных были
проверены на нормальность с помощью W-
критерия Шапиро–Уилка. Вариации массы
тела и мозга, отношение массы мозга к массе
тела и числу пирамидных нейронов в пре-
фронтальной коре между группами оценива-
ли с помощью t-критерия Стьюдента. Дан-
ные по массе тела и мозга, по соотношению
массы мозга к массе тела, а также по числу
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пирамидных нейронов в префронтальной
коре представлены как среднее значение ±
± стандартная ошибка среднего (M ± SEM).
Различия между группами по тесту перевора-
чивания тела в воздухе, открытию глаз и зре-
лости позы анализировали с помощью крите-
рия хи-квадрат. Данные по тесту переворачи-
вания тела в воздухе, открытию глаз и
зрелости позы представлены как доля от об-
щего числа животных, успешно выполнив-
ших тест в каждой группе. Результаты по те-
сту переворачивания тела и числу пирамид-
ных нейронов в гиппокампе были оценены
непараметричеки с помощью U-критерия
Манна–Уитни и представлены в виде медиа-
ны и квартилей 25–75% (Me [Q1; Q3]). Уро-
вень значимости принимали как p <0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Измерение массы тела потомков мышей
Данные о массе тела потомков представле-

ны на рис. 1 (a, б). На Д6 (p < 0.01), Д7 (p <
< 0.05), Д19 (p < 0.05), Д20 (p < 0.01) и Д21 (p <
< 0.05) потомки-самцы из ХГЧ-группы име-
ли меньшую массу тела по сравнению с кон-
тролем. Тогда как потомки-самки из ХГЧ-
группы имели меньшую массу тела только на
Д6 (p < 0.001) и Д7 (p < 0.01) по сравнению с
контролем.

Данные по массе мозга и соотношению
массы мозга и тела у потомков-самцов пред-
ставлены в табл. 1. Не было обнаружено ста-
тистически достоверных отличий между
группами по весу мозга на Д21 и Д42. Однако
потомки-самцы из ХГЧ-группы имели более
высокое отношение массы мозга к телу (p <
< 0.01) на Д21 по сравнению с контролем.

Неонатальные рефлексы

Время, необходимое на переворачивание
тела у потомков обоих полов, уменьшалось за
период исследования в обеих группах. Начи-
ная с Д7, всем потомкам требовалось менее
5 сек. для выполнения этого теста, что указы-
вает на созревание данного рефлекса. Со-
гласно нашим наблюдениям, потомкам-сам-
цам из ХГЧ-группы требовалось больше вре-
мени на Д5, но меньше времени на Д7 для
выполнения рефлекса переворачивания по
сравнению с контролем (p < 0.05; табл. 2).
Время выполнения этого рефлекса было оди-
наковым у потомков-самок обеих групп.

Самцы обеих групп не различались по ре-
зультатам теста переворачивания тела в воз-
духе на Д7–Д12. Однако у потомков-самок из
ХГЧ-группы процент животных, успешно со-
вершавших переворачивание, был ниже (p <
< 0.05) на Д11 по сравнению с контролем.
У всех потомков обоих полов на Д13 наблю-
далось созревание этого рефлекса (табл. 2).

Доля самцов и самок с открытыми глазами
в ХГЧ-группе на Д14 была меньше (p < 0.05 и
p < 0.01 соответственно) по сравнению с кон-
тролем. Доля детенышей с открытыми глаза-
ми увеличивалась за период наблюдения
(Д13-Д15) в обеих группах; у всех исследуе-
мых потомков глаза были открыты на Д15
(табл. 3).

Зрелость позы при движении наблюдалась
у всех потомков, протестированных в период
Д15–Д17. Доля потомков-самцов со зрелой
позой в ХГЧ-группе была ниже (p < 0.001) на
Д15, но выше (p < 0.05) на Д16 по сравнению
с контролем (табл. 3). Доля потомков-самок
со зрелым передвижением в ХГЧ-группе бы-
ла ниже (p < 0.01) на Д15 по сравнению с кон-
тролем.

Анализ числа и размера нейронов 
в префронтальной коре и гиппокампе взрослых 

мышей
Число пирамидных нейронов в областях

CA1, CA2, CA3 и DG гиппокампа на Д21 и
Д42 представлено в табл. 4. Число пирамид-
ных нейронов в области CA1 гиппокампа у
потомков ХГЧ-группы было меньше (p <
< 0.05) по сравнению с контролем на Д21

Таблица 1. Эффекты ХГЧ, вводимого самкам, на массу
мозга и соотношение массы мозга к массе тела у их по-
томков-самцов
Table 1. Effects of maternal treatment with hCG on the
brain weight and brain-to-body ration in the male offspring

Примечание. **p < 0.01 по сравнению с контролем того же
возраста. Данные представлены как M ± SEM.
Note. **p < 0.01 as compared with controls at the same age. The
data are presented as M ± SEM.

День Группа Масса мозга, г Соотношение 
мозга к телу

Д21 Контроль
(n = 11)

0.41 ± 0.01 0.030 ± 0.002

ХГЧ (n = 10) 0.43 ± 0.01 0.040 ± 0.001**
Д42 Контроль

(n = 11)
0.45 ± 0.01 0.010 ± 0.001

ХГЧ (n = 11) 0.46 ± 0.01 0.010 ± 0.001
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Рис. 1. Эффекты ХГЧ, вводимого самкам, на развитие их потомков в период вскармливания. (а) – потом-
ки-самцы, (б) – потомки-самки.
*p < 0.05, **p < 0.01 и ***p < 0.001 по сравнению с контролем каждого возраста.
Fig. 1. Effects of maternal treatment with hCG on offspring growth during the suckling period. (а) – male offspring,
(б) – female offspring.
*p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 as compared with controls at the same age.
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(рис. 2 (а)). Межгрупповых различий по чис-
лу нейронов в других областях гиппокампа
обнаружено не было. Размер пирамидных
нейронов в области CA1 гиппокампа у по-
томков ХГЧ-группы был больше (p < 0.001)
по сравнению с контролем на Д21 (рис. 2 (б)).
Число пирамидных нейронов в префронталь-
ной коре у потомков обеих групп на Д21 и Д42
представлено в табл. 4. Данные по числу пи-

рамидных нейронов правой и левой сторон
префронтальной коры были объединены.
На Д21 различий между группами не наблю-
далось. Однако на Д42 было значительно
больше (p < 0.05) пирамидных нейронов в ко-
ре головного мозга ХГЧ-группы (рис. 2 (в)).
Межгрупповых различий в диаметре нейро-
нов в префронтальной коре не наблюдалось
(рис. 2 (б)).



ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ  том 72  № 1  2022

ЭФФЕКТЫ ПРЕНАТАЛЬНОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ ЭКЗОГЕННОГО ГОНАДОТРОПИНА 123

Таблица 2. Созревание рефлексов переворачивания на поверхности и в воздухе у потомков
Table 2. Maturation of righting reflexes on surface and air in offspring

Примечание. *p < 0.05 по сравнению с контролем того же возраста. Данные по рефлексу переворачивания на поверхности
представлены как Me [Q1; Q3]. 1 – потомки-самцы; 2 – потомки-самки.
Note. *p < 0.05 as compared with controls at the same age. The data are presented as Me [Q1; Q3]. 1 – male offspring; 2 – female off-
spring.

Группа
Рефлекс переворачивания на поверхности (время, с)

Д3 Д4 Д5 Д6 Д7

1 Контроль 
(n = 22)

5.9 [2.5; 10.0] 3.5 [2.1; 6.3] 2.4 [1.9; 4.0] 1.9 [1.5; 2.4] 1.6 [1.3; 2.0]

ХГЧ (n = 21) 8.9 [4.8; 16.6] 4.3 [3.1; 7.1] 4.5 [3.4; 6.1]* 3.4 [1.5; 4.4] 1.2 [1.0; 1.4]*
2 Контроль

(n = 26)
6.7 [4.5; 13.2] 4.8 [3.0; 7.9] 3.0 [2.1; 4.7] 1.9 [1.5; 2.4] 1.6 [1.2;2.0]

ХГЧ (n = 17) 11.8 [3.8; 22.5] 3.5 [2.5; 14.5] 3.1 [2.1; 12.5] 1.5 [1.2; 1.9] 1.2 [0.8;1.9]

Рефлекс переворачивания в воздухе (число (%) потомков)

Д7 Д8 Д9 Д10 Д11 Д12 Д13

1 Контроль
(n = 22)

3 (13.6) 10 (45.5) 12 (54.5) 14 (63.6) 18 (81.8) 20 (90.9) 22 (100)

ХГЧ (n = 21) 5 (23.8) 5 (23.8) 9 (42.9) 13 (61.9) 19 (90.5) 18 (85.7) 21 (100)
2 Контроль 

(n = 26)
7 (26.9) 12 (46.2) 12 (46.2) 17 (65.4) 20 (76.9) 22 (84.6) 26 (100)

ХГЧ (n = 17) 5 (29.4) 4 (23.5) 6 (35.3) 10 (58.8) 8 (47.1)* 13 (76.5) 17 (100)

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Экзогенный ХГЧ может приводить к неко-
торым эпигенетическим изменениям в клет-
ках кумулюс-ооцитного комплекса (КОК)
млекопитающих (Lussier et al., 2017; Huo et al.,
2020). В частности, введение ХГЧ мышам
C57Bl в дозировке 5 МЕ вызывает тенденцию
к изменению уровня метилирования ДНК в
зрелых ооцитах (Huo et al., 2020). Более того,
экзогенный ХГЧ приводит к повышению
уровня транскрипции некоторых генов в
клетках гранулезы КОК крупного рогатого
скота (Lussier et al., 2017). В другой работе,
проведенной на мышах линии BALB, было
обнаружено, что после протокола суперову-
ляции с использованием ХГЧ в качестве вто-
рого гормона была снижена экспрессия
ДНК-метилтрансферазы в незрелых ооцитах
и зиготах, а также повышена в двухклеточных
эмбрионах (Uysal et al., 2018). Применение
подобного протокола суперовуляции на мы-
шах линии C57Bl приводило к более сильно-
му снижению общего уровня метилирования
ДНК в эмбрионах восьмиклеточной стадии
по сравнению с контролем (Yu et al., 2019).
Существуют предпосылки, что введение эк-
зогенного ХГЧ женщинам на фоне повышен-

Таблица 3. Открытие глаз и зрелость позы у потомков
Table 3. Eyes opening and ambulation test in offspring

Примечание. *p < 0.05, **p < 0.01 и ***p < 0.001 по сравнению
с контролем того же возраста. 1 – потомки-самцы; 2 – по-
томки-самки. #по техническим причинам два потомка были
исключены из эксперимента.
Note. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 as compared with controls
at the same age. 1 – male offspring; 2 – female offspring. #two pups
were discarded from the experiment by technical reasons.

Группа
Открытие глаз (число (%) потомков)

Д13 Д14 Д15

1 Контроль 
(n = 22)

8 (36.4) 22 (100) 22 (100)

ХГЧ (n = 21) 9 (42.9) 17 (86.0)* 21 (100)
2 Контроль 

(n = 26)
8 (30.8) 26 (100) 26 (100)

ХГЧ (n = 17) 6 (35.3) 13 (76.5)** 17 (100)

Зрелость позы (число (%) потомков)

Д15 Д16 Д17

1 Контроль 
(n = 22)

14 (63.6) 18 (81.8) 22 (100)

ХГЧ (n = 21) 3 (14.3)*** 21 (100)* 38 (100)
2 Контроль 

(n = 24)#
16 (66.7) 20 (83.3) 24 (100)

ХГЧ (n = 17) 4 (23.5)** 15 (88.2) 17 (100)
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ного прогестерона приводит к усиленному
метилированию некоторых генов в эндомет-
рии матки, играющих важную роль в процес-
се имплантации эмбриона (Xiong et al., 2020).

По нашим данным, потомки обоих полов
ХГЧ-группы были легче на Д6–Д7; кроме то-
го, самцы из ХГЧ-группы были легче на Д19–
Д21 по сравнению с контролем. Эти наблюде-
ния указывают на общую задержку неона-
тального развития потомства, рожденного от
самок, получавших экзогенный ХГЧ. Ранее
было показано, что отставание во время внут-
риутробного развития может вызывать по-
добную задержку и в постнатальный период у
мышей (Burkus et al., 2015). Таким образом,
наблюдаемая задержка неонатального разви-
тия у потомков ХГЧ-группы может быть обу-
словлена проблемами пренатального онтоге-
неза. Действительно, в ранних исследовани-
ях на мышах было выявлено снижение
скорости пренатального развития после воз-
действия на организм матери экзогенным
ХГЧ (Ertzeid, Storeng, 1992) или комбинации
гонадотропинов, в которую входил ХГЧ (Ert-
zeid, Storeng, 2001). Экзогенные гонадотро-
пины могут влиять на выработку эндогенных
стероидов яичниками (Santos et al., 2010), что
может являться механизмом, лежащим в ос-
нове наблюдаемой в нашей работе задержки
раннего постнатального развития у потом-
ства.

Для оценки развития нервной системы у
грызунов обычно используют рефлексы пе-

реворачивания (на поверхности и в воздухе) и
тест на зрелость позы при движении (Fox,
1965; Heyser, 2004; Feather-Schussler, Fergu-
son, 2016). У мышей рефлекс переворачива-
ния является незрелым при рождении, но со-
зревание происходит к третьему дню жизни,
когда детеныши более эффективно кормятся
и определяют местонахождение соска (Fox,
1965). По нашим наблюдениям, после воз-
действия ХГЧ на мать не наблюдалось суще-
ственных эффектов на созревание рефлексов
и позы при движении у потомства.

Рецепторы ЛГ/ХГЧ присутствуют на клет-
ках преимплантационных эмбрионов мы-
шей, при этом их число активно увеличивает-
ся при переходе от стадии морулы до бласто-
цисты (SenGupta et al., 1978). Влияние ХГЧ
через ЛГ/ХГЧ рецепторы на ранних стадиях
пренатального развития является важным
для дифференцировки эмбриона и процесса
нейруляции (Gallego et al., 2010). В нашей ра-
боте было показано большее число пирамид-
ных нейронов в префронтальной коре у по-
томков ХГЧ-группы. Ранее было установле-
но, что воздействие на мышей ГСЖК и ХГЧ
для индукции суперовуляции приводило к
уменьшению числа пирамидных нейронов
префронтальной коры головного мозга у
потомства, а также к изменению экспрессии
генов, участвующих в развитии нервной си-
стемы (Mainigi et al., 2016). Это несоответ-
ствие результатов исследований может быть
связано с методическими различиями. Май-

Таблица 4. Число нейронов в CA1, CA2, CA3 и DG областях гиппокампа и префронтальной коры у потомков
Table 4. The number of neurons in the hippocampal CA1, CA2, CA3, DG areas, and prefrontal cortex in offspring

Примечание. *p < 0.05 по сравнению с контролем. Данные по числу нейронов в гиппокампе представлены как Me [Q1; Q3].
Данные по числу нейронов в префронтальной коре представлены как M ± SEM. 1n – число исследованных мозгов в группе.
2Данные представлены как число нейронов на 1 мм2. 
Note. *p < 0.05 as compared with controls. The data on the number of neurons in the hippocampus are presented in the form Me [Q1;
Q3]. The data of the number of neurons in the prefrontal cortex are presented in the form M ± SEM. 1n – the number of studied brains.
2The data are presented as the number of neurons in 1 mm2.

Область 
гиппокампа

Группа

Д21 Д42

Контроль (n = 6)1 ХГЧ (n = 4) Контроль (n = 5) ХГЧ (n = 4)

CA1 6457 [5969; 7047]2 4488 [4395; 4756]* 4044 [3779; 4798] 4008 [3398; 4609]

CA2 8539 [6032; 10053] 5687 [5407; 6721] 5902 [5831; 6118] 4969 [4653; 5245]
CA3 5196 [4071; 5307] 3707 [3626; 3738] 6506 [6175; 6592] 6611 [5515; 6893]
DG 17847 [14190; 18050] 15631 [15041; 16482] 19387 [18411; 20335] 19646 [18894; 20680]

Контроль (n = 5) ХГЧ (n = 5) Контроль (n = 5) ХГЧ (n = 5)
Префронтальная 
кора

3640 ± 180 3501 ± 90 2907 ± 69 4397 ± 386*
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ниги и соавторы использовали двухэтапный
протокол суперовуляции в сочетании с дру-
гими процедурами ВРТ, такими как эмбрио-
трансфер (Mainigi et al., 2016). Однако в на-
стоящей работе использовали только стиму-
ляцию ХГЧ без дополнительных процедур
ВРТ для того, чтобы определить вклад только
этого фактора.

В нашей работе была проведена оценка
числа пирамидных нейронов во всех областях
гиппокампа у потомства ХГЧ-группы. Было
обнаружено, что число пирамидных нейро-
нов в области СА1 гиппокампа у мышей ХГЧ-
группы на Д21 было значительно меньше, но
размер этих нейронов был больше по сравне-
нию с контролем. По мнению некоторых ис-

Рис. 2. (а) – Нейроны, окрашенные по Нисслю в СА1 области гиппокампа на Д21. Шкала = 50 мкм. (б) –
Размер нейронов в СА1 области гиппокампа на Д21 и в префронтальной коре на Д42. (в) – Пирамидные
нейроны, окрашенные по Нисслю в префронтальной коре на Д42. Шкала = 50 мкм. ***p < 0.001 по срав-
нению с контролем.
Fig. 2. (а) – Nissl-stained neurons in the CA1 area of the hippocampus on the P21. Scale bar = 50 μm. (б) – Neu-
ronal size in the CA1 area of the hippocampus on the P21 and the prefrontal cortex on the P42. (в) – Nissl-stained
pyramidal neurons in the prefrontal cortex on the P42. Scale bar = 50 μm. ***p < 0.001 as compared with controls.
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следователей, существует отрицательная
корреляция между числом пирамидных ней-
ронов и их размером в некоторых областях
мозга у хомяков (Ptacek, Fagan-Dubin, 1974).
Возможно, увеличение диаметра пирамид-
ных нейронов может быть связано с некото-
рым повышением числа синаптических кон-
тактов (Ptacek, Fagan-Dubin, 1974). Следова-
тельно, увеличенный размер пирамидных
нейронов и уменьшение их числа могут ука-
зывать на высокую функциональную актив-
ность области СА1 гиппокампа у потомства
ХГЧ-группы.

Ранее было показано, что введение ХГЧ в
относительно высокой дозе детенышам мы-
шей в неонатальном периоде после индуци-
рованного гипоксически-ишемического по-
ражения головного мозга оказывает защит-
ное действие на префронтальную кору, что
приводит к увеличению числа пирамидных
нейронов и нейритов по сравнению с контро-
лем (Movsas et al., 2017). Более того, воздей-
ствие ХГЧ in vitro при культивировании ней-
ронов, полученных из коры и гиппокампа,
способствовало росту нейрональных волокон
после нейродегенерации, опосредованной
N-метил-d-аспартатом (Movsas et al., 2017).

Чувствительность нейронов гиппокампа к
экзогенному ХГЧ подтверждена также на мо-
дели болезни Альцгеймера у крыс (Jahanshahi
et al., 2019). В исследовании было показано,
что экзогенный ХГЧ оказывает защитное
действие на вызванную стрептозотоцином
болезнь Альцгеймера у крыс Wistar за счет
увеличения числа рецепторов ЛГ/ХГЧ в пре-
фронтальной коре головного мозга (Jahan-
shahi et al., 2019). Однако роль ХГЧ в функци-
онировании мозга млекопитающих по-преж-
нему вызывает споры и может зависеть от
вида и линии животного. Также было обнару-
жено, что введение экзогенного ХГЧ в гиппо-
камп самок крыс снижает пространственную
память, указывая на то, что ЛГ/ХГЧ может
напрямую влиять на гиппокамп и когнитив-
ные функции (Burnham et al., 2017). Мы счи-
таем, что воздействие на самку экзогенного
ХГЧ непосредственно перед наступлением
беременности, не усугубляемое другими про-
цедурами, может положительно влиять на
развитие мозга потомства. Этот вывод согла-
суется с нашими наблюдениями, представ-
ленными здесь, а также с более ранними
работами, которые продемонстрировали
протективное действие ХГЧ на мозг при вве-

дениии его в постнатальный период некото-
рым лабораторным животным.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты исследования показывают, что

воздействие ХГЧ на самок мышей изменяет
пренатальную среду, влияет на рост потом-
ков и развитие их нервной системы. Самцы и
самки, рожденные после воздействия ХГЧ,
характеризовались отставанием в росте в
первую неделю жизни; у самцов, рожденных
после такого воздействия, наблюдалось от-
ставание в росте также в конце периода
вскармливания. У данных мышей в возрасте
21 и 42 дней изменилось число нейронов в ко-
ре головного мозга и СА1 области гиппокам-
па; при этом в СА1 области гиппокампа был
увеличен и размер нейронов. Представлен-
ные результаты призваны стимулировать бу-
дущие клинические исследования, направ-
ленные на выяснение эффектов введения
ХГЧ на развитие нервной системы у детей,
зачатых при помощи ВРТ.

Работа выполнена при поддержке Россий-
ского фонда фундаментальных исследований
№ 20-015-00162, бюджетного проекта ФИЦ
ИЦиГ СО РАН № 0259-2021-0015 с использо-
ванием оборудования ЦКП “Центр генетиче-
ских ресурсов лабораторных животных”
ФИЦ ИЦиГ СО РАН, поддержанного Мино-
брнауки России (Уникальный идентифика-
тор проекта RFMEFI62119X0023).
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EFFECTS OF PRENATAL GONADOTROPIN TREATMENT
ON THE DEVELOPMENT OF THE BRAIN IN MICE

S. V. Okotruba,b, I. N. Rozhkovaa, E. Yu. Brusentseva, A. M. Gornostaevaa, D. S. Ragaevaa,
E. A. Chuykoa, and S. Ya. Amstislavskya,#

aInstitute of cytology and genetics, Russian academy of sciences, Siberian Division, Novosibirsk, Russia
bNovosibirsk state university, Novosibirsk, Russia

#e-mail: amstis@yandex.ru

The study presents data on the effects of ovarian stimulation with the human chorionic gonadotro-
pin (hCG) in mice on the offspring’s postnatal development. The offspring of both sexes in
hCG-treated dams was lagging of controls in the weight gain at the first neonatal week. Besides, the
number of neurons in the brain cortex of hCG-treated male offspring was significantly increased on
42-nd postnatal day without a change in the size of neurons. The number of neurons in the hippo-
campal CA1 area in the hCG-treated offspring was lower and the neuronal size was larger as com-
pared with such in controls on the 21-st postnatal day. Generally, the results of this study indicate
that hCG maternal treatment only slightly affected neonatal development in offspring: some lag-
ging in the weight gain during the first week of life was observed. However, some lagging in the
weight gain was observed in the male offspring of hCG-treated mice also at the end of the weaning
period. The numbers of neurons in the CA1 area of the hippocampus and the prefrontal cortex were
changed in the male offspring of hCG-treated mice at the end of the weaning period and the age of
1.5 mo. correspondingly.

Keywords: mice, human chorionic gonadotropin, offspring, neurodevelopment, brain, number of
neurons
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