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Modern standards of Laboratory Animal Science 
include working with laboratory animals of high 
quality, in particular, with specific pathogen free 
(SPF) mice and rats. On the other hand, assisted 
reproductive technologies (ART) are widely used 
in modern medicine for human infertility treatment as 
well as for genome resource banking. In the present 
study, a comparison of body weight, blood pressure 
(BP) and behavior in the «elevated plus maze» 
(EPM) test was made between three groups of ISIAH 
(inherited stress induced arterial hypertension) 
rats: a group of animals that were born and raised 
in a conventional animal facility and two groups from 
an SPF animal facility (one with animals born naturally 
and another with animals resulting from ART). There 
were no changes in BP between the groups, but 
the behavior of ISIAH differed depending on rearing 
conditions. In particular, grooming time, as well as the 
number of defecations and the number of urinations 
during the test were decreased in both groups of 
ISIAH rats born in the SPF animal facility as compared 
to ISIAH rats born in the conventional animal facility. 
The behavior of the ISIAH rat offspring resulting 
from ART was different from that of the naturally 
born group: the EPM test revealed reduced anxiety 
in the former. The results of the present study indicate 
that the rearing conditions as well as reproductive 
technologies affect some behavioral characteristics 
in adult ISIAH rats, although they develop arterial 
hypertension in all the conditions used in this study.
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Современные стандарты в исследованиях на лабораторных 
животных направлены на то, чтобы работать с лабораторными 
животными высокого качества, в частности со свободными от 
специфических патогенов (SPF) мышами и крысами. С другой 
стороны, вспомогательные репродуктивные технологии (ВРТ) 
широко используются в современной медицине для лечения 
бесплодия человека, а также для создания криобанков генетиче­
ских ресурсов. В данной работе проведено сравнение массы тела, 
артериального давления (АД) и поведения в тесте «приподнятый 
крестообразный лабиринт» (ПКЛ) трех групп крыс линии НИСАГ 
(наследственная индуцированная стрессом артериальная 
гипертензия): группа крыс, рожденных и выращенных в конвен­
циональном виварии, и двух групп из SPF-вивария (рожденных 
естественным путем и полученных путем применения репродук­
тивных технологий). Различий по величине АД между исследуе­
мыми группами обнаружено не было, но выявлены различия 
в поведении крыс линии НИСАГ при разных условиях содержания. 
Время груминга, а также число актов дефекации и уринации 
за время теста было достоверно ниже у крыс обеих групп, родив­
шихся в условиях SPF-вивария, по сравнению с крысами, рожден- 
ными в условиях конвенционального вивария. Поведение крыс 
линии НИСАГ, рожденных при помощи ВРТ, отличалось от 
поведения крыс линии НИСАГ, рожденных естественным путем. 
Тест ПКЛ выявил снижение тревожности у первых. Результаты 
данного исследования свидетельствуют о том, что как условия 
содержания, так и применение репродуктивных технологий 
влияют на поведение крыс линии НИСАГ, при этом гипертензия 
развивается во всех случаях.

Ключевые слова: крысы НИСАГ; артериальное давление; 
вспомогательные репродуктивные технологии; поведение.
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Традиционно механизмы формирования артериальной 
гипертензии изучают преимущественно на специаль-
ных моделях, созданных на лабораторных животных, 

главным образом на гипертензивных линиях крыс (Рагаева 
и др., 2014). В ИЦиГ СО РАН путем селекции получена 
линия крыс с наследственной индуцированной стрессом 
артериальной гипертензией (НИСАГ), физиологические и 
поведенческие характеристики которой достаточно полно 
описаны (Маркель, 1981; Амстиславский, 2006; Рагаева и 
др., 2014). Однако до настоящего времени исследования 
проводили на крысах НИСАГ конвенционального статуса. 
Относительно недавно линия крыс НИСАГ была редери-
вирована и появилась в коллекции SPF-вивария ИЦиГ СО 
РАН (Амстиславский и др., 2013).

Придание SPF-статуса животным позволяет получать 
более точные результаты исследований, а также умень-
шить число экспериментальных животных в группах 
за счет уменьшения неконтролируемой изменчивости 
(Festing et al., 1998). В литературе, однако, имеются дан-
ные о том, что некоторые физиологические и биохимиче
ские характеристики экспериментальных животных, такие 
как содержание белка фактора роста нервов у мышей и 
некоторые другие, могут изменяться в зависимости от 
того, в каком виварии выращивают крыс: в SPF- или кон-
венциональном виварии (Tanaka, Matsuda, 2005). С другой 
стороны, вспомогательные репродуктивные технологии 
(ВРТ), такие как культивирование in vitro в сочетании с 
трансплантацией и криоконсервацией эмбрионов, ши-
роко используют в медицине и биологической науке, но 
отдаленные эффекты по отношению к поведению и фи-
зиологическому статусу потомков изучены недостаточно 
(Рагаева и др., 2014).

Задачами данного исследования было сравнить (1) фи-
зиологические параметры (вес и кровяное давление) 
и (2) характеристики поведения у крыс НИСАГ трех раз-
личных групп: родившихся в конвенциональном виварии 
в результате естественного размножения; родившихся 
в SPF-виварии в результате естественного размножения; 
родившихся в SPF-виварии в результате ВРТ.

Материалы и методы

Экспериментальные животные
В качестве доноров эмбрионов использовали полово
зрелых самок крыс НИСАГ (возраст 10–14 нед). Для 
получения эмбрионов самок крыс спаривали с самцами 
тех же линий и того же возраста. Среднее значение ар-
териального давления (АД) для самок – 159,5 ± 1,1; для 
самцов – 177,0 ± 0,9. Животных содержали в стандартных 
условиях конвенционального вивария ИЦиГ СО РАН при 
естественном освещении и свободном доступе к сбалан-
сированному корму и воде.

Реципиентами для трансплантации эмбрионов крыс 
линии НИСАГ явились гибриды, полученные путем 
скрещивания двух инбредных нормотензивных линий 
крыс, Sprague-Dawley и ручных крыс-пасюков (Амстислав
ский и др., 2013). Животные-реципиенты содержались в 
SPF-виварии ИЦиГ СО РАН при круглогодичных стан-
дартных параметрах условий содержания в соответствии 
с требованиями GLP: комфортной температуре 22–24 °C, 

свободном доступе к автоклавированному стандартному 
корму (V1534-300, Sniff, Soest, Германия) и очищенной 
воде, при режиме освещения 14 ч день / 10 ч ночь (Ново-
сибирск, Россия).

Все эксперименты на животных были одобрены ко-
миccией по биоэтике Института цитологии и генетики 
(протокол № 5 от 13.05.2011) и соответствуют Европей
ской конвенции о защите позвоночных животных.

Получение преимплантационных эмбрионов крыс
Проводили контролируемое спаривание самок-доноров 
НИСАГ с самцами той же линии. Определение фертиль-
ного спаривания проводили по наличию сперматозоидов 
в вагинальных мазках согласно стандартной методике 
(Амстиславский, 2006).

Самок крыс подвергали эвтаназии путем дислока-
ции шейных позвонков. Яйцеводы и матку извлекали 
и промывали средой ��������� ������� ���������� �����EMCARE��� ������� ���������� ����� Complete ���������� �����Ultra����� ����� Flushing 
Solution (ICPBio Reproduction, ������������������������   США���������������������   ), как описано ранее 
(Амстиславский и др., 2013). Для получения преимплан-
тационных эмбрионов на ранних стадиях дробления (2–4 
бластомера) эмбрионы вымывали через 72 ч после обна-
ружения сперматозоидов во влагалищных мазках самок 
крыс (3-й день беременности). Эмбрионы подсчитывали 
и оценивали с использованием микроскопа МБС-10 (Рос-
сия). Качество эмбрионов оценивали с использованием 
таких критериев, как стадия эмбрионального развития и 
целостность zona pellucida (ZP) (Van Soom et al., 2010); 
число жизнеспособных клеток (Emiliani et al., 2000). 
Некачественные эмбрионы отбраковывали, эмбрионы 
хорошего качества промывали в трех каплях среды 
EMCARE™ ���������������������  �������������������  ����Holding��������������  �������������������  ���� ������������� �������������������  ����Solution����� �������������������  ���� (ICPbio reproduction, США) 
и замораживали, как описано ниже.

Замораживание эмбрионов
После эквилибрации в среде �������� ����������������� EMCARE�� ����������������� ™ ����������������� Holding����������  ���������Solution� 
(ICPbio reproduction, США) с криопротектором глицери-
ном (10 % v/v глицерин (EMCARE, ICPBio Reproduction, 
США)) 10–15 эмбрионов помещали в пластиковые соло-
мины вместимостью 0,25 мл (Cryo Bio System, Франция), 
каждая из которых была заполнена тремя порциями 
криопротектора, разделенными двумя воздушными 
пузырьками. Центральная часть содержала эмбрионы. 
Соломины с эмбрионами помещали в программный замо-
раживатель CL 8 800 (CryoLogic, Австралия), охлаждали 
в соответствии со следующей программой: от 18 °С до 
–7 °C со скоростью –1 °С/мин; 10 мин при –7 °С, сидинг 
через 1 мин; от –7 °С до –35 °С со скоростью –0,3 °С/мин; 
10 мин при –35 °С – и погружали в жидкий азот при этой 
температуре.

Оттаивание, отмывание 
и культивирование эмбрионов
Эмбрионы крыс размораживали следующим способом: 
выдерживали в течение 40 с при комнатной температуре, 
а затем помещали на 40 с в водяную баню при 30,0 °C. 
После оттаивания содержимое соломины выдавливали 
на 35 мм чашки Петри (Corning, США), криопротектор 
удаляли с использованием специальной среды Thawing 
System (EMCARE, ICPBio Reproduction, США) при 37 °С.
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После удаления криопротектора эмбрионы, независи-
мо от их качества, последовательно промывали в десяти 
каплях стерильной среды Holding Solution (200 мкл 
EMCARE, ICPBio Reproduction, США) со сменой стек-
лянных капилляров для стерильного переноса между 
каплями и оценивали визуально при помощи микроскопа 
M205 FA (Leica Microsystems) при увеличении до × 230. 
Эмбрионы, у которых было разрушено более 25 % блас-
томеров и/или имелись нарушения прозрачной оболочки, 
были отбракованы, остальные поставлены на культиви-
рование in vitro.

Эмбрионы крыс переносили в ранее подготовленные 
и уравновешенные в условиях CO2 инкубатора BINDER 
150-UL (Германия) (5 % СО2, 37 °С и 80 % влажности) 
капли объемом 50 мкл со средой для культивирования 
R1ECM (rat 1-cell culture medium) (Amstislavsky et al., 
2015), покрывали минеральным маслом (Sigma, США) 
и культивировали в течение 48 ч. Каждые 24 ч оценивали 
стадию развития эмбрионов при помощи инвертиро-
ванного микроскопа �������  ��������������������  ����DM�����  ��������������������  ���� ���� ��������������������  ����IL�� ��������������������  ���� ���������������������  ����LED������������������  ���� (���������������� ����Leica����������� ���� ��������������Microsystems��, 
Германия) с увеличением × 50 и × 100 и производили 
фотосъемку. Для трансплантации отбирали эмбрионы, 
достигшие стадии морулы или бластоцисты в течение 
48 ч культивирования.

Трансплантация эмбрионов самкам‑реципиентам
Для трансплантации эмбрионов крыс использовали са-
мок-реципиентов 3-го дня беременности (считая день 
обнаружения сперматозоидов в вагинальном мазке 1-м 
днем). Операцию проводили по стандартной методике, 
описанной ранее (Амстиславский и др., 2013).

Методы исследования потомков
Исследования проводились на самцах из трех экспери-
ментальных групп: НИСАГ из конвенционального ви-
вария (n = 5), НИСАГ из SPF-вивария (n = 10) и НИСАГ 
in vitro – группа потомков, родившихся после культивиро-
вания эмбрионов in vitro и трансплантации (n = 7).

Взвешивание
Взвешивание животных производили в возрасте 2 мес. 
на весах ScoutPro SPS2001 F (Ohaus Corporation, США) 
c точностью измерений 0,1 г.

Измерение артериального давления
Измерение артериального давления производили у крыс 
в возрасте 2 мес. сфигмографическим методом при по

мощи манжеты, надеваемой на хвост и соединенной с дат-
чиком давления Elema Schonender ЕМТ-510 (Швеция), со-
гласно ранее описанной методике (Амстиславский, 2006).

Поведенческие тесты
Для тестирования поведения использовали «приподнятый 
крестообразный лабиринт» (ПКЛ). Тест заключался в сле-
дующем: тестируемое животное помещали в лабиринт, 
состоящий из симметрично расположенных 2 закрытых 
и 2 открытых рукавов. В течение пятиминутного тестиро-
вания фиксировались следующие параметры поведения, 
являющиеся обязательными при проведении данного 
теста (Rodgers, Cole, 1994): общее число заходов в откры-
тые и закрытые рукава; время, проведенное в открытых 
и закрытых рукавах. Дополнительно оценивали число 
заходов в центр установки, время пребывания в центре, 
число вертикальных стоек, время, проведенное в стойках, 
число мочевых меток и актов дефекации, а также число 
и продолжительность актов груминга.

Статистический анализ
Результаты исследования физиологических и поведенче
ских показателей сравнивали с использованием U-кри-
терия Манна – Уитни. Результаты при p < 0,05 считали 
статистически значимыми. Данные были проанализирова-
ны с использованием стандартного пакета программного 
обеспечения STATISTICA V 8.0 (StatSoft, Inc).

Результаты
Сравнение физиологических характеристик, таких 
как масса тела и АД (табл. 1), показало, что у самцов 
НИСАГ масса тела в возрасте 2 мес. при содержании 
в SPF условиях достоверно выше, чем при содержании 
в конвенциональном виварии (p < 0,05). В то же время 
на такую характеристику, как АД, условия содержания 
не повлияли.

В табл. 2 приведены результаты тестирования пове-
дения в тесте ПКЛ крыс линии НИСАГ, выращенных 
в условиях конвенционального и SPF-вивариев. Основные 
различия животных SPF-статуса (как группы рожденных 
после естественного спаривания, так и группы, полу-
ченной после применения репродуктивных технологий) 
заключались в уменьшении времени груминга (p < 0,05; 
p < 0,01). Следует особо обратить внимание, что при этом 
число актов груминга оставалось примерно одинаковым. 
У животных обеих групп, полученных в SPF-виварии, 
были также достоверно снижены показатели дефекации 

Таблица 1. Масса тела и артериальное давление крыс исследуемых групп в возрасте 2 мес.

Группа (самцы) Масса тела, г Артериальное давление,�����������    ����������  мм��������   ������� рт����� . ���ст.

НИСАГ�����������������  ����������������конвенциональные 231��� �� ����� ,0� �� �����  ± 8���� ,��� 2 (n �� ��=���  ��5) 171��� �� ����� ,�� �� ����� 6 ± 4���� ,��� 4 (n �� ��=���  ��5)

НИСАГ SPF 258��� �� ����� ,0� �� �����  ± 4���� ,��� 5 (n �� ���=����  ���10)* 165��� �� ����� ,0� �� �����  ± 5���� ,��� 5 (n �� ���=����  ���10)

НИСАГ in vitro 251��� �� ������ ,�� �� ������ 7� �� ������  ± ������ 15���� ,��� 8��  (n = 7) 170,7� �� �����  ± ����� 9,0 (n = 7)

В скобках указано число животных в исследуемых группах. * p < 0,05 по сравнению с конвенциональными животными. НИСАГ – линия крыс с наслед­
ственной индуцированной стрессом артериальной гипертензией. SPF (specified pathogen free) означает отсутствие видоспецифичных патогенных 
микроорганизмов.
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(p < 0,01) и уринации (p < 0,01). Таким образом, по этим 
трем важным показателям теста ПКЛ крысы НИСАГ 
обеих групп, рожденные в условиях SPF-вивария, от-
личались от конвенциональных животных в сходном 
направлении.

Однако по такому ключевому для данного теста пока-
зателю, как время, проведенное в открытых рукавах ла-
биринта, крысы из группы, полученной посредством ВРТ 
(НИСАГ in vitro), отличались от крыс НИСАГ SPF-статуса. 
Крысы именно этой группы проводили в открытых ру-
кавах более чем в два раза больше времени (p < 0,05) по 
сравнению с крысами, рожденными естественным путем 
в SPF-виварии (табл. 2).

Обсуждение
В данном исследовании были обнаружены различия 
некоторых форм поведения при сравнении крыс НИСАГ 
SPF-статуса и животных этой же линии конвенциональ-
ного статуса, в частности это касалось различий в дли-
тельности груминга, а также показателей дефекации 
и уринации. Результаты исследования поведения крыс 
НИСАГ в тесте ПКЛ показывают, что у конвенциональ-
ных животных процент времени груминга был повышен, 
при этом число актов груминга оставалось примерно 
одинаковым, что позволяет предположить, что крысы из 
конвенционального вивария гораздо чаще демонстрируют 
так называемый «длительный» груминг (т. е. умывание не 
только головы и лап, но и всего туловища). «Длительный» 
груминг в отличие от «кратковременного» не является 
стрессорным поведением для грызунов, а служит именно 
для очистки тела (Калуев, 2006). Повышение процента 
времени именно «длительного» груминга у крыс конвен-
ционального вивария вполне объясняется наличием у них 
патогенной микрофлоры.

Повышение числа актов дефекации и уринации у кон-
венциональных животных позволяет говорить о более 
высокой эмоциональности данной группы. Уровень 
дефекации напрямую отображает соотношение процес-
сов возбуждения и торможения в вегетативной нервной 

системе (Маркель, 1981). Ранее в исследовании на мышах 
было показано, что наличие патогенов само по себе может 
влиять на некоторые виды поведения, характеризующие 
состояние тревожности (Lyte et al., 2006). Можно предпо-
ложить, что присутствие патогенного окружения делает 
конвенциональных животных более эмоциональными, 
что отражается в более высоких показателях дефекации 
и уринации в этой экспериментальной группе. С другой 
стороны, известно, что структура эпителия кишечника 
отличается у крыс, выращенных в условиях конвен-
ционального вивария и полностью свободных от всех 
патогенов (germ-free) (Abrams et al., 1963). Кроме того, 
было показано, что животные SPF-статуса также имеют 
различия в структуре кишечника, а именно: меньшую 
длину ворсин и менее глубокие крипты по сравнению 
с конвенциональными (Clarke, 1975). Таким образом, 
придание SPF-статуса может изменять функциональные 
характеристики кишечного тракта (Sharma et al., 1995), 
и именно это обстоятельство может быть причиной 
уменьшения показателей дефекации у животных двух 
групп НИСАГ, рожденных в условиях SPF-вивария, по 
сравнению с конвенциональными животными.

Масса тела крыс из SPF-вивария была достоверно 
повышена по сравнению с конвенциональными – это 
связано, скорее всего, с различиями в диете. Более того, 
известно, что SPF-животные набирают вес быстрее, чем 
конвенциональные (Clarke, 1975). Артериальное давление 
животных этих двух групп не отличалось, хотя имела 
место небольшая тендеция к уменьшению показателей АД 
у животных SPF-статуса. Можно было бы предположить, 
что животные из конвенционального вивария испытывают 
больший стресс в условиях наличия патогенной микро-
флоры, чем животные SPF-вивария, и это может влиять 
на выраженность гипертензии у стресс-сенситивной 
линии гипертензивных крыс НИСАГ. Действительно, 
в исследованиях на мышах было показано, что наличие 
патогенной микрофлоры меняет некоторые виды стресс-
реактивности (Gareau et al., 2011). Тем не менее досто-
верных различий по показателям артериального давления 

Таблица 2. Поведение в тесте «приподнятый крестообразный лабиринт» крыс исследуемых групп

Параметр
Группа крыс НИСАГ (самцы)

конвенциональные (n = 5) SPF (n = 10) in vitro (n = 7)

Общее число заходов в рукава 6,8 ± 2,0 6,7 ± 0,8 6,7 ± 0,5

Заходы в открытые рукава, % 38,7 ± 12,2 39,3 ± 1,4 47,2 ± 3,3

Время, проведенное в открытых рукавах, % 17,2 ± 6,4 17,5 ± 3,4 43,4 ± 8,6x

Число вертикальных стоек (rearing) 11,4 ± 1,6 15,9 ± 1,8 9,7 ± 1,3

Время в стойках (rearing), с 23,0 ± 2,9 31,0 ± 3,6 20,8 ± 3,8

Число актов груминга 3,2 ± 0,8 2,8 ± 0,3 1,8 ± 0,4

Общее время груминга, с 61,2 ± 12,0*, ** 24,1 ± 3,8 23,1 ± 7,3

Число актов дефекации 5,4 ± 0,9## 0 0,4 ± 0,3

Число актов уринации 12,2 ± 2,8## 2,0 ± 0,4 3,6 ± 0,4

х p < 0,05 по сравнению с НИСАГ SPF. * p < 0,05 по сравнению с НИСАГ in vitro. ** p < 0,01 по сравнению с НИСАГ SPF. ## p < 0,01 по сравнению с НИСАГ 
SPF и НИСАГ in vitro. НИСАГ – линия крыс с наследственной индуцированной стрессом артериальной гипертензией. SPF (specified pathogen free) озна­
чает отсутствие видоспецифичных патогенных микроорганизмов.



Effects of reproductive technologies and SPF status 
on physiology and behavior in ISIAH rats

D.S. Ragaeva, T.O. Abramova, I.N. Rozhkova, E.Yu. Brusentsev, 
E.V. Kalinichenko, T.N. Igonina, S.Ya. Amstislavsky

2015
19 • 4

мы не обнаружили ни в одной из исследованных групп. 
Артериальное давление у крыс линии НИСАГ является ге-
нетически обусловленной, полигенной характеристикой, 
которая при высокой генетической предрасположенности 
развивается практически при любых внешних условиях 
(Амстиславский, 2006).

Животные из группы НИСАГ in vitro в тесте ПКЛ демон
стрировали более низкий уровень тревожности (больше 
времени проводили в открытых рукавах) в ����������сравнении� 
с группой из SPF-вивария; по другим параметрам жи-
вотные этой группы не отличались от крыс SPF-статуса, 
рожденных естественным путем. Феномен снижения 
тревожности у животных после культивирования и транс-
плантации уже наблюдался в экспериментах на мышах 
(Ecker et al., 2004). Отметим, что такой же эффект в тесте 
ПКЛ был замечен у крыс с повреждением структуры 
гиппокампа (Kjelstrup et al., 2002), что позволяет предпо-
ложить, что процедура культивирования каким-то образом 
нарушает нормальное функционирование гиппокампа.

В данной работе не обнаружены изменения величины 
артериального давления в зависимости от патогенного 
фона и применения ВРТ, но выявлены изменения в по-
ведении на крысах линии НИСАГ с гипертонией при 
разных условиях содержания (конвенциональные и SPF). 
Впервые было исследовано поведение потомков крыс 
линии НИСАГ после процедур ВРТ (культивирования 
и трансплантации) и показано снижение тревожности 
по результатам тестирования в приподнятом крестооб-
разном лабиринте.
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