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Исследовали влияние длительного содержания крыс в условиях повышенной скученности 
на социальное поведение взрослых самцов крыс линии Вистар. С  30 по  180 постнатальный 
день (ПНД) крыс содержали либо в стандартных условиях по 5  особей (360  см2 на крысу, груп-
па СТАНД), либо в скученных условиях по 15 особей в клетках (120 см2 на крысу, группа СКУЧ). 
Начиная с 100  ПНД, изучали поведение крыс в тестах на социальное предпочтение, социаль-
ное доминирование в трубе и на агрессивное поведение в тесте «резидент–интрудер». После 
декапитации крыс на 180  ПНД брали образцы мозга из миндалины, дорзального гиппокампа, 
вентромедиального гипоталамуса и медиальной префронтальной коры для последующего ана-
лиза экспрессии мРНК генов IL-1β, TNF, TGF-β1, IL-6 с помощью метода полимеразной цепной 
реакции в реальном времени. У  крыс группы  СКУЧ, по сравнению с группой  СТАНД, было 
меньше время взаимодействия с социальным объектом в тесте на социальное предпочтение, 
было больше побед при тестировании в трубе, а также больше нападений в тесте «резидент–
интрудер». У  крыс группы  СКУЧ была существенно увеличена экспрессия гена IL-1β в гиппо-
кампе и  медиальной префронтальной коре, а также повышена экспрессия гена TGF-β1 в  гип-
покампе, миндалине и префронтальной коре. Социальный стресс повышенной скученности 
привел к  увеличению социального доминирования, агрессивности и уменьшил социальную 
мотивацию. Изменения в социальном поведении у крыс группы  СКУЧ сопровождались увели-
чением экспрессии мРНК генов провоспалительного цитокина IL-1β и противовоспалительного 
цитокина TGF-β1 в ряде структур мозга, что можно рассматривать соответственно, как про-
явление нейровоспаления и компенсаторных процессов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: повышенная скученность, тест социального доминирования в трубе, тест 
«резидент–интрудер», тест социального предпочтения, провоспалительные цитокины IL-1β, 
TNF, IL-6, противовоспалительный цитокин TGF-β1.
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Принятые сокращения: НСО – несоциальный объект; ПНД – постнатальный день; СКУЧ – скученные усло-
вия; СО – социальный объект; СТАНД – стандартные условия содержания; TGF-β1 – трансформирующий росто-
вой фактор бета-1; TNF  – фактор некроза опухоли.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Известно, что хронический психосоциальный 
стресс является фактором риска в развитии раз-
личных психопатологий, включая расстройства, 
связанные с тревогой и депрессией. У  людей 
широко распространено социальное тревожное 
расстройство, основными симптомами которого 
являются социальный страх и избегание соци-
альных ситуаций  [1]. Для изучения этиологии 

и патофизиологии социального тревожного рас-
стройства и разработки новых подходов для его 
терапевтического лечения были разработаны 
различные модели психосоциального стресса 
на животных, такие как, например, социальная 
нестабильность (social instability), социальное 
поражение (social defeat), хроническое подчинен-
ное содержание (chronic subordinate colony hous
ing), социальное поражение/перенаселенность 
(social defeat/overcrowding) и ряд других  [1, 2,  3].  
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Содержание в условиях повышенной скученности 
используется в ряде моделей в сочетании с дру-
гими стрессирующими факторами, однако послед-
ствия только скученности для формирования со-
циального поведения мало изучены.

Есть данные, что при скученности, как и при 
других моделях психосоциального стресса, проис-
ходит уменьшение социальной мотивации. Так, 
например, в условиях скученности мыши линии 
С57BL/6 и японские макаки демонстрировали со-
циальное избегание в трехкамерном тесте на со-
циальность [4]. В смешанной модели «социальное 
поражение/скученность» также наблюдали умень-
шение предпочтения социального объекта  [2] и 
даже его избегание  [3,  5] в тесте на социальное 
предпочтение/избегание. О  появлении социаль-
ной патологии при скученности свидетельствуют 
данные о каннибализме и детоубийстве, наруше-
нии в сексуальной мотивации при неконтроли-
руемом размножении большой колонии мышей 
в замкнутом объеме  [6,  7]. Влияние скученности 
на агрессивное поведение и социальное доми-
нирование изучено в меньшей степени. Однако 
было показано, что число агрессивных атак, со-
вершаемых доминантами и подчиненными, уве-
личивалось по мере возрастания числа мышей в 
колонии, при этом максимальное число мышей 
достигало 8 [8] или 12 в клетке [9]. Мало вероятно, 
что такие условия можно рассматривать в каче-
стве повышенной скученности и что животные 
испытывали при этом стресс. При стрессе соци-
альной нестабильности (чередование периодов 
социальной изоляции и скученности) также про-
исходило увеличение агонистических взаимодей-
ствий  [10]. В  колониях мышей большого размера 
(9–12 самцов) в течение 21  дня было обнаружено 
от пяти до шести изменений в доминировании, 
которое оценивали по числу совершенных агрес-
сивных атак на соседей по клетке [9]. В настоящее 
время для оценки социального доминирования 
успешно применяется тест в трубе  [11], который 
позволяет сравнить доминантные свойства жи-
вотных из разных популяций. Следует признать, 
что влияние повышенной скученности на соци-
альное поведение крыс изучено недостаточно, но 
в то же время такие исследования имеют высо-
кую актуальность. Цель нашей работы заклю-
чалась в сопоставлении социального поведения 
крыс в стандартных условиях содержания (СТАНД, 
5  крыс в клетке, 360  см2 на животное) и в усло-
виях повышенной скученности (СКУЧ, 15  крыс в 
клетке, 120  см2 на животное). Известно, что при 
такой степени скученности у животных увели-
чивается в крови содержание маркерa стресса 
кортикостерона  [12–15], уменьшается экспрессия 
гена противовоспалительного цитокина (интер-
лейкина-4  (IL-4)) и увеличивается экспрессия 

провоспалительного цитокина  (IL-17)  [16]. У  жи-
вотных в скученных условиях возникает хрониче-
ское воспаление кишечника и изменяется состав 
кишечной микробиоты  [14]. Однако не известно, 
приводит ли содержание в скученных условиях к 
нейровоспалению, т.е.  увеличивается ли экспрес-
сия провоспалительных цитокинов в различных 
структурах мозга. Исходя из этого, целью работы 
был также анализ экспрессии м-РНК генов про- и 
противовоспалительных цитокинов в различных 
структурах мозга. Наибольший интерес вызывал 
ряд структур, участвующих в механизмах соци-
ального поведения  [17]. Прежде всего, это мин-
далина и вентромедиальный гипоталамус, имею-
щие непосредственное отношение к агрессивному 
поведению  [18], а также медиальная префронталь-
ная кора, определяющая социальное доминиро-
вание  [19], и гиппокамп, остро реагирующий на 
различные стрессирующие воздействия благодаря 
наличию большого числа глюкокортикоидных 
рецепторов  [20].

В задачи данной работы входило: во-первых, 
сопоставление поведения взрослых крыс групп 
СТАНД и  СКУЧ в тесте на социальное предпо-
чтение, в тесте на социальное доминирование в 
трубе и на агрессивное поведение в тесте «рези-
дент–интрудер»; во-вторых, проведение анализа 
экспрессии генов провоспалительных цитокинов 
(IL-1β, фактора некроза опухоли (TNF), IL-6) и 
противовоспалительного цитокина (трансфор-
мирующего ростового фактора бета-1, TGF-β1) в 
медиальной префронтальной коре, дорзальном 
гиппокампе, вентромедиальном гипоталамусе и 
миндалине.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. В  экспериментах использовали 
30  крыс-самцов Вистар в возрасте 30–180 пост-
натальных дней  (ПНД) развития. Крысята были 
выведены в виварии ИВНД и НФ от родителей 
(12  пар), полученных из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА, Россия. На  25  ПНД крысят 
отсаживали от матери, и в дальнейшем живот-
ных содержали в виварии при обычном 12-ча-
совом световом режиме в свободном доступе к 
воде и стандартному корму. В  экспериментах 
соблюдали принципы гуманности, изложенные в 
директивах Европейского сообщества (2010/63/ЕU) 
и положения ИВНД и НФ  РАН о работе с экспери-
ментальными животными.

На 30  ПНД крысят помещали в различные 
условия содержания, в которых они находились 
до окончания экспериментов. Половину крыс со-
держали в стандартных условиях по 5  особей в 
клетках размером 53  ×  34  ×  17  см (360  см2 площади  
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на крысу, группа  СТАНД). Другая половина про-
живала в условиях повышенной скученности  – 
15  особей в клетке такого же размера (120  см2 на 
крысу, группа СКУЧ). Животные, содержавшиеся в 
условиях скученности, не испытывали недостатка 
в корме и воде, смена опилок в клетке проводи-
лась каждый день. В  каждой группе крыс могло 
находиться максимум две крысы из одного помета.

Тестирование социального предпочтения 
проводили на 100–120  ПНД в прямоугольной ка-
мере размером 120  ×  80  ×  35  см, с которой крысы 
были предварительно ознакомлены. Посередине 
около двух противоположных коротких стенок ка-
меры располагались цилиндры (диаметр  – 20  см) 
со стенками, сделанными из металлической сетки. 
Один цилиндр оставался пустым («несоциальный 
объект»,  НСО), в другой цилиндр («социальный 
объект»,  СО) помещали незнакомую крысу того 
же пола и такого же возраста, как и тестируемая 
крыса. Уровень освещенности камеры достигал 
40–50 лк. Поведение крыс регистрировали в тече-
ние 5  мин. Построение треков движения крысы 
и их анализ проводили с помощью программы 
Etho Vision («Noldus», Нидерланды). Анализиро-
вали число и длительность взаимодействий с  СО 
и  НСО (нос крысы непосредственно вблизи стен-
ки сетчатого цилиндра), пройденную дистанцию, 
скорость и время движения, число выходов в 
центр камеры (квадрат размером 26  ×  26 см в цен-
тре камеры), число болюсов и уринаций. Рассчи-
тывали коэффициент предпочтения цилиндров:

Кпредп.  = (ТвСО – ТвНСО)/(ТвСО + ТвНСО),	 (1)

где ТвСО  – время взаимодействия с социальным 
объектом; ТвНСО  – время взаимодействия с несо-
циальным объектом. Положительные коэффи-
циенты свидетельствовали о предпочтении  СО, 
отрицательные  –  НСО.

Социальное доминирование оценивали на 
120–130  ПНД при помощи тестирования в трубе 
из прозрачного оргстекла длиной 150  см с внут-
ренним диаметром 6 см. Эксперимент проводили 
в течение двух дней. В  первый день животные 
исследовали новую обстановку, при этом крысы 
проходили по трубе в обоих направлениях, во вто-
рой день проводили само тестирование. За  день 
до начала эксперимента крыс взвешивали и фор-
мировали пары одного веса (с точностью до 20  г), 
при этом одна крыса была из группы СТАНД, дру-
гая – из группы СКУЧ. Иерархический ранг крысы 
в домашней клетке до экспериментов не опреде-
ляли и не учитывали при формировании пар. 
Во  время тестирования крыс одновременно запу-
скали с разных концов трубы, чтобы животные 
двигались друг другу навстречу. «Победителем» 
считали то животное, которое смогло оттеснить 

оппонента назад и выйти с противоположного 
конца трубы. У  каждой пары было две попытки, 
при этом каждую крысу запускали с разных кон-
цов трубы. Если в течение 2  мин не выявлялся 
«победитель», результат считали ничейным. Про-
цент побед рассчитывали по формуле:

Число побед/число попыток × 100%.	 (2)

Поведение регистрировали на цифровую ви-
деокамеру Logitech  C270 HD Webcam («Logitech», 
Китай). Анализировали число и латентный пери-
од побед у крыс в группах СТАНД и  СКУЧ, а так-
же подсчитывали число толканий, отступлений 
и наступлений, совершенных каждой крысой во 
время теста в соответствии с методикой, описан-
ной в работе  Fan  et  al.  [21].

Тест «резидент–интрудер». Внутривидовое 
агрессивное поведение оценивали у крыс на 
150–180  ПНД при помощи теста «резидент–интру-
дер», перед которым для устранений последствий 
агонистических взаимодействий внутри домаш-
ней клетки крыс содержали в социальной изоля-
ции в течение четырех дней в индивидуальных 
клетках размером 30  ×  45  ×  20  см. Во  время теста 
в домашнюю клетку к резиденту подсаживали 
взрослую незнакомую более молодую (2,5–3  мес.) 
и меньшую по весу крысу-интрудера того же пола 
и проводили видеорегистрацию поведения обеих 
крыс в течение 10  мин с помощью цифровой ви-
деокамеры Logitech  C270 HD Webcam. Тест прохо-
дил в затемненной комнате с уровнем освещенно-
сти 20–25  лк. При этом фиксировали следующие 
параметры агрессивного поведения: 1)  латентный 
период и число нападений, инициируемых рези-
дентом, которые заканчивались либо позой под-
чинения интрудера на спине, либо дракой; 2)  чис-
ло и латентный период стоек напротив оппонента 
(боксирование); 3)  случаи агрессивного груминга 
со стороны резидента, сопровождающиеся вока-
лизацией интрудера. Кроме того, подсчитывали 
число и длительность преследований интрудера 
с аногенитальным обнюхиванием, за которым 
часто следовали агрессивные действия резидента. 
Подсчитывали также число «сексуальных атак» 
со стороны резидента, которые, согласно данным 
литературы  [22], можно рассматривать как про-
явление социального доминирования. Сексуаль-
ные атаки выражались во взбирании резидента 
на интрудера сзади, после чего следовал груминг 
гениталий.

Количественная полимеразная цепная 
реакция в реальном времени. Образцы ткани 
дорзального гиппокампа, миндалины, медиаль-
ной префронтальной коры, вентромедиального 
гипоталамуса 8  животных из каждой группы 
отбирали после декапитации крыс на 180  ПНД.  
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Для ПЦР-анализа отбирали крыс, поведение кото-
рых было наиболее характерно для каждой груп-
пы  (СТАНД и  СКУЧ), судя по результатам тестов 
на социальное доминирование в трубе и тесте 
«резидент–интрудер». За 3–5 мин до декапитации 
крыс наркотизировали с помощью хлоралгидра-
та (400  мг/кг, внутрибрюшинно) с целью мини-
мизировать стрессирующее воздействие. Мозг 
вынимали, промывали в ледяном изотоническом 
растворе NaCl, на определенных уровнях мозга в 
соответствии с атласом мозга крысы  [23] с помо-
щью хирургической ложечки (размер 2,5  ×  7  мм) 
и скальпеля производили забор биоматериала из 
правого и левого полушарий мозга. Далее, выде-
ленные структуры замораживали в жидком азоте 
и хранили  при  −80  °С.

Выделение РНК. К  замороженным пробам 
добавляли по  1  мл реагента  ExtractRNA  («Евро-
ген», Россия) и измельчали с помощью ручного 
гомогенизатора, после чего инкубировали 10 мин 
при комнатной температуре. Далее, образцы цен-
трифугировали 10  мин (11  000  g) при 4  °С. Супер-
натант переносили в новые пробирки, добавляли 
200  мкл хлороформа и перемешивали пробирки 
встряхиванием, после чего инкубировали 3  мин 
при комнатной температуре. Затем образцы цен-
трифугировали 15  мин (16  000  g) при 4  °С. Водную 
фазу переносили в новые пробирки и добавляли 
500  мкл изопропанола и 1  мкл полиакриламида, 
после чего содержимое пробирок перемешивали 
с помощью вортекса и инкубировали в течение 
10 мин при комнатной температуре. Полученную 
смесь центрифугировали 20  мин при максималь-
ный оборотах (19  000  g) при комнатной темпе-
ратуре. Полученный осадок дважды промывали 
80%-ным этанолом с центрифугированием в те-
чение 10  мин (19  000  g) также при комнатной 
температуре. После удаления этанола получен-
ный осадок сушили на воздухе и растворяли в 
12  мкл деионизированной воды. Полученный 
раствор инкубировали 5  мин при 55  °С. Концен-
трацию РНК измеряли с помощью  NanoDrop  2000 
(«Thermo  Fisher  Scientific», США).

Оценку чистоты и качества нуклеиновых 
кислот делали с помощью спектрофотометриче-
ского измерения, исходя из соотношения погло-
щения при длинах волн 230, 260 и  280  нм. Для 
дальнейшего анализа были взяты образцы, значе-
ние поглощения которых находилось в пределах 
от  1,8 и выше для соотношения  260/280, и от  2 
и выше  – для соотношения  260/230. При несоот-
ветствии образца данным параметрам оценки 
чистоты образец подвергался повторному осаж-
дению (с помощью  NaCl) и выделению нуклеино-
вых кислот. В  последующий анализ были взяты 
пробы РНК, которые соответствовали указанным 
ранее критериям оценки чистоты, и их концен-
трация составляла не менее 1000  нг на  9  мкл. 
Данное количество РНК (1000  нг) было использо-
вано для дальнейшей обработки проб с помощью 
метода обратной транскрипции. Образцы РНК, не 
подходящие под данные критерии оценки, были 
исключены из дальнейшего анализа. После выде-
ления РНК до проведения дальнейшей обработ-
ки и анализа экспериментальные пробы храни-
лись  при  −80  °С.

Обратная транскрипция. Перед обратной 
транскрипцией из полученной РНК удаляли следо-
вые количества ДНК. На реакцию брали 1 мкг РНК, 
1  мкл буфера для DNAse  I  (Mg2+) («Thermo Fisher 
Scientific»), 1  мкл  DNAse  I  (1  ед./мкл) («Thermo 
Fisher Scientific») и доводили конечный объем 
смеси деионизированной водой до  11  мкл. Смесь 
инкубировали 30 мин при 37  °С. Для остановки ре-
акции добавляли 1 мкл ЭДТА (50 мМ) и инкубиро-
вали 10  мин при 65  °С. Обратную транскрипцию 
проводили с помощью обратной транскриптазы 
MMLV  («Евроген») по инструкции производителя, 
используя смесь случайных (dN10)-праймеров и 
oligo-dT15-праймеров в присутствии ингибитора 
РНКаз (RiboCare; «Евроген»). Полученные пробы 
разводили в 16  раз для проведения ПЦР в реаль-
ном времени.

ПЦР в реальном времени. Для проведения 
ПЦР в реальном времени на одну пробу брали: 
4  мкл образца; по  0,56  мкл прямого и обратного 

Таблица 1. Последовательности использованных праймеров и температуры отжига

Ген Прямой Обратный t °С

TGF-β1 GCG CCT GCA GAG ATT CAA GTC AAC TCA GGC GTA TCA GTG GGG GTC A 65

TNF GTC CAA CTC CGG GCT CAG AAT ACT CCC CCG ATC CAC TCA G 65

IL-1β  TCT GTG ACT CGT GGG ATG AT CAC TTG TTG GCT TAT GTT CTG TC 61

IL-6 GCC ACT GCC TTC CCT ACT TCA C GAC AGT GCA TCA TCG CTG TTC ATA C 63

YWHAZ TTG AGC AGA AGA CGG AAG G GAA GCA TTG GGG ATC AAG AA 63

HPRT CGT CGT GAT TAG TGA TGA TGA AC CGT CGT GAT TAG TGA TGA TGA AC 65
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праймера (10  мкМ); 2,8  мкл смеси qPCRmix-HS 
SYBR  +  LowROX («Евроген») и доводили до общего 
объема (14  мкл) деионизированной водой. Дена-
турация проходила при температуре 95  °С в тече-
ние 15  с, отжиг праймеров длился 30  с и элонга-
ция при 72  °С – в течение 30 с. Общее количество 
циклов всех реакций было равно 40. Для каждого 
образца наносили по  2  повтора.

Для проведения реакции использовали ам-
плификатор CFX  384 Real Time PCR («Bio-Rad», 
США).

Подбор последовательности всех праймеров 
производили с помощью программы PrimerSelect, 
подбор температуры отжига проводили в про-
грамме perlprimer  (табл.  1).

Исследовали экспрессию мРНК следующих 
генов: Transforming growth factor beta  1  (TGF-β1), 
tumor necrosis factor (TNF), Interleukin-1 beta (IL-1β), 
Interleukin-6  (IL-6), tyrosine 3-monooxygenase/
tryptophan 5-monooxygenase activation protein 
zeta  (YWHAZ), Hypoxanthine guanine phosphoribosy
ltransferase  (HPRT).

Обработка данных. Относительный уровень 
экспрессии каждого гена рассчитывался, с помо-
щью метода ΔCt по формуле 2−ΔCt:

∆Ct  =  Ct  (исследуемого гена) − 
− Ct (значения внутреннего контроля),	 (3)

где Ct  – минимальный пороговый цикл гена в 
экспоненциальной фазе амплификационной кри-
вой  [24].

Для всех исследованных генов проводили 
также ПЦР в реальном времени с отрицательны-
ми контролями проб. Образцы, где разница между 
циклом, на котором поднимается сама проба и ее 
отрицательный контроль была меньше  6, исклю-
чались из анализа.

Статистическая обработка результатов. Для 
обработки результатов использовали стандарт-
ную программу STATISTICA  8.0. Распределение 
исследованных параметров было проверено на 
нормальность по критерию Колмогорова–Смирно-
ва. Если анализируемый параметр удовлетворял 
данному критерию, то при сравнении групп крыс 
использовали дисперсионный анализ ANOVA, раз-
дел One-Way ANOVA. Анализировали влияние фак-
тора  «ГРУППА» (СТАНД, СКУЧ). С  использованием 
Basic statistics строили гистограммы распределе-
ния нападений в зависимости от их латентности. 
При отсутствии нормальности распределения 
поведенческих параметров использовали непа-
раметрические методы анализа. При сравнении 
двух групп применяли U-критерий Манна–Уитни. 
При сравнении долей использовали критерий  χ2 
(2  ×  2  таблицы). Различия считали статистиче-
ски значимыми при р  <  0,05; отмечали наличие 

тенденции при 0,05  <  р  <  0,1. Данные на рисунках 
представлены в виде средних значений ± ошибки 
средних (при нормальном распределении) или в 
виде медианы, границ 25–75% распределения дан-
ных, максимальных и минимальных значений, 
первичных данных (при отсутствии нормального 
распределения).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние содержания в условиях повы-
шенной скученности на социальное предпо-
чтение крыс. Анализ поведения крыс с по-
мощью One-Way ANOVA обнаружил влияние 
фактора «ГРУППА» на  многие показатели поведе-
ния  (табл.  2): время взаимодействия с социаль-
ным объектом, коэффициент предпочтения (тен-
денция), дистанция, скорость, время движения, 
число выходов в центр, число болюсов дефекации 
(тенденция). Крысы группы  СКУЧ, по сравнению 
с группой  СТАНД, меньше времени взаимодей-
ствовали с  СО  (рис.  1,  а), время взаимодействия 
с  НСО в этих группах не различалось  (рис.  1,  б). 
21,4% самцов из группы  СКУЧ имели отрица-
тельные коэффициенты предпочтения, что сви-
детельствовало об избегании  СО. Кроме того, 
крысы группы СКУЧ проходили меньшую дистан-
цию (рис. 1, в) с меньшей скоростью и находились 
в движении меньшее время, что свидетельство-
вало об уменьшении двигательной активности; 

Таблица  2. Значения F и  р при анализе с помощью 
One-Way ANOVA различных показателей поведения 
в  тесте на социальное предпочтение

Показатель поведения Фактор  
«ГРУППА» р

Время  
взаимодействия с СО F1,28 = 4,892 0,035

Время  
взаимодействия с НСО – >0,1

Коэффициент  
предпочтения F1,28 = 3,176 0,086

Дистанция F1,28 = 50,61 0,000

Скорость F1,28 = 49,002 0,000

Время движения (%) F1,28 = 17,072 0,000

Число выходов в центр F1,28 = 11,608 0,002

Число болюсов дефекации F1,28  =  3,047 0,092

Число уринаций – >0,1

Примечание. Прочерк – не выявлено влияние фактора.
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Рис. 1. Влияние содержания в условиях повышенной скученности на различные показатели поведения крыс 
в тесте на социальное предпочтение. СТАНД  – Группа крыс, содержащихся в стандартных условиях; СКУЧ  – 
группа крыс, проживающих в условиях повышенной скученности; Т – время; * p < 0,05 – статистически зна-
чимые различия между группами СТАНД и СКУЧ (One-Way ANOVA)

а б

Рис. 2. Влияние содержания в условиях повышенной скученности на поведение крыс в тесте на социаль-
ное доминирование в трубе. *  p  <  0,05  – Статистически значимые различия между группами СТАНД и  СКУЧ 
(на панели  (а)  – χ2, 2  ×  2  таблицы; на панели  (б)  – U-критерий Манна–Уитни)

это соответствовало ранее полученным данным 
в тесте «Открытое поле»  [25]. Число выходов в 
центр у крыс группы  СКУЧ было меньше, чем 

у крыс группы  СТАНД  (рис.  1,  д), что говорило о 
большем у них уровне тревожности в тесте на 
социальное предпочтение. У  крыс группы  СКУЧ 
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Рис. 3. Влияние содержания в условиях повышенной скученности на различные показатели поведения (а–г) 
и распределение нападений крыс во времени (д и е) в тесте «резидент–интрудер» (%). Т – Время; * p  <  0,05 – 
статистически значимые различия между группами СТАНД и СКУЧ; # 0,05  ≤  p  <  0,1 – тенденция (на панелях а 
и  в  – U-критерий Манна–Уитни; на панелях  б и  г  – One-Way ANOVA; на панелях  д и  е  – χ2, 2  ×  2  таблицы)

было несколько больше болюсов дефекации, что 
можно рассматривать как свидетельство увеличе-
ния уровня эмоционального напряжения.

Влияние содержания в условиях повышен-
ной скученности на социальное доминирование 
крыс. Крысы группы СКУЧ оказывались чаще по-
бедителями  (84%) в трубе по сравнению с живот-
ными группы  СТАНД  (16%; χ2  =  30,25; р  =  0,000; 
2  ×  2  таблицы; рис.  2,  а). Эти данные свидетель-
ствуют о том, что проживание в скученных усло-
виях, по сравнению со стандартными условиями, 
приводило к увеличению социального доминиро-
вания у самцов.

Подробный анализ числа толканий, отступ-
лений и наступлений за тест в группах у СКУЧ 
и  СТАНД показал  (рис.  2,  б), что самцы груп-
пы СКУЧ совершали больше толканий и наступле-
ний, но меньше отступлений, чем группа  СТАНД, 
т.е.  они больше осуществляли активно-наступа-
тельных действий против оппонента в трубе, что, 
по-видимому, обеспечивало их победу.

Влияние содержания в условиях повышен-
ной скученности на поведение крыс в тесте «ре-
зидент–интрудер». У резидентов группы СКУЧ на-
блюдалось больше нападений на интрудеров, чем 
у крыс группы  СТАНД (U  =  38; Z  =  2,94; p  =  0,003; 
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Рис. 4. Экспрессия мРНК генов провоспалительных цитокинов TNF  (а), IL-1β  (в), IL-6  (г) и противовоспа-
лительного цитокина TGF-β1  (б) в различных структурах мозга у крыс группы СКУЧ и  СТАНД. По  горизон-
тали  – структуры мозга (ГПТ  – вентромедиальный гипоталамус; ГПК  – дорзальный гиппокамп; АМ  – мин-
далина; ПФК  – дорсомедиальная префронтальная кора); по вертикали  – относительное количество мРНК. 
* р < 0,05 – Различия между группами СТАНД и СКУЧ (U-критерий Манна–Уитни); # 0,05 ≤ р < 0,1 – тенденция

U-критерий Манна–Уитни; рис.  3,  а). Число стоек 
друг напротив друга  (рис.  3,  б) и время преследо-
вания резидентом интрудера (рис. 3, г) не отлича-
лось в группах СКУЧ и СТАНД. Число сексуальных 
атак также не различалось статистически в груп-
пах СТАНД и  СКУЧ (U-критерий Манна–Уитни; 
рис.  3,  в), хотя у крыс в группе СКУЧ их число 
было наибольшим.

Анализ гистограмм распределения во вре-
мени латентности всех нападений показал, что 
наибольшее число нападений наблюдалось в ин-
тервале 200–400  с как у группы  СТАНД  (53%), так 
и  СКУЧ  (45%)  (рис.  3,  д). В  интервале 400–600  с у 
группы  СТАНД наблюдалось всего 11%  нападе-
ний, а у группы  СКУЧ  – больше  (33%; р  =  0,049; 
χ2 = 3,57). Анализ гистограмм распределения ла-
тентности только первых за опыт нападений по-
казал  (рис.  3,  е), что в группе СТАНД в интервале 
0–200 с было совершено 14%  нападений, в  груп-
пе  СКУЧ  – несколько больше  (55%; тенденция; 
р = 0,087; χ2 = 2,92).

Таким образом, судя по числу нападений, 
крысы группы  СКУЧ показали более агрессивное 
поведение, по сравнению с группой  СТАНД, в те-
сте «резидент–интрудер», причем уровень агрес-
сии у группы СКУЧ практически не снижался к 
концу теста, и первые агрессивные проявления 
возникали с меньшим латентным периодом.

Для выявления связи между доминировани-
ем в тесте «в трубе» и числом нападений в тесте 
«резидент–интрудер» с помощью One-Way ANOVA 
по всей выборке сравнивали две группы крыс: 
в первую были отнесены крысы, победившие в 
трубе во всех матчах, во вторую  – животные, не 
победившие ни разу. В этих группах в тесте «рези-
дент–интрудер» не различалось число нападений 
(F1,20  =  1,233; p  =  0,280), число стоек (F1,20  =  0,392; 
p  =  0,538), число сексуальных атак (F1,20  =  1,438; 
p  =  0,245), число случаев агрессивного груминга 
(F1,19  =  0,571; p  =  0,459). Эти данные свидетельству-
ют об отсутствии прямой связи между агрессив-
ностью и доминированием.
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Влияние скученных условий содержания на 
экспрессию мРНК генов цитокинов в различ-
ных структурах мозга. У  крыс группы  СКУЧ, по 
сравнению с группой  СТАНД, наблюдалось суще-
ственное увеличение экспрессии мРНК гена про-
воспалительного цитокина IL-1β в гиппокампе и 
префронтальной коре (рис. 4, в). В миндалине про-
исходило небольшое повышение (на уровне тен-
денции) экспрессии мРНК генов IL-1β  (рис.  4,  в) и 
TNF (рис. 4, а). В вентромедиальном гипоталамусе 
и префронтальной коре у группы  СКУЧ происхо-
дило небольшое снижение (на уровне тенденции) 
экспрессии мРНК гена IL-6  (рис. 4, г). У крыс груп-
пы  СКУЧ наблюдалось повышение экспрессии 
гена противовоспалительного цитокина TGF-β1 
в гиппокампе, миндалине и префронтальной 
коре  (рис.  4,  б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашей работе в тесте на социальное пред-
почтение самцы группы СКУЧ меньше времени 
взаимодействовали с социальным объектом, чем 
животные группы СТАНД. У 21,4% самцов из груп-
пы СКУЧ коэффициенты предпочтения были отри-
цательными, т.е.  они даже избегали социальный 
объект. Проживание в скученных условиях при-
водило к уменьшению социальной мотивации. 
Социальное избегание или уменьшение предпо-
чтения социального объекта наблюдали ранее 
у  мышей при смешанной модели психосоциаль-
ного стресса социального поражения/скученно-
сти  [2, 3,  5], при высокой плотности размещения 
крыс или мышей в клетке  [4,  26]. Уменьшение 
времени взаимодействия с социальным объектом 
рассматривается в качестве адаптивной поведен-
ческой стратегии для смягчения стресса, связан-
ного со скученностью  [4].

В тесте на социальное предпочтение у крыс 
группы СКУЧ, по сравнению со СТАНД, было обна-
ружено уменьшение числа выходов в центр, что 
можно рассматривать как свидетельство увеличе-
ние уровня тревожности. Кроме того, происходи-
ло уменьшение пройденной дистанции, скорости, 
времени движения, т.е.  снижение двигательной 
активности. Ранее в нашей работе в открытом 
поле, имеющем сопоставимые размеры с каме-
рой для социального предпочтения, крысы груп-
пы  СКУЧ не проявляли признаков повышенной 
тревожности, но снижали двигательную актив-
ность [25]. Можно предположить, что увеличение 
тревожности в камере на социальное предпочте-
ние в наших опытах было связано с наличием 
социального объекта в сетчатом цилиндре. В  ра-
ботах других авторов было показано, что при 
скученности у грызунов развивается тревожный 

фенотип  [27–31] и появляется депрессивноподоб-
ное поведение  [32].

В нашей работе впервые было показано, что в 
тесте на социальное доминирование в трубе сам-
цы группы  СКУЧ демонстрировали значительно 
большее число побед, чем крысы группы  СТАНД, 
что свидетельствовало об увеличении социально-
го доминирования. Самцы группы СКУЧ соверша-
ли больше активных наступательных действий в 
трубе. Ранее увеличение социального доминиро-
вания наблюдали у мышей после хронического 
непредсказуемого стресса  [33], а также у крыс 
после раннего провоспалительного стресса  [34], 
при этом в последней работе у победителей на-
блюдался более высокий базовый уровень IL-1β в 
крови, чем у проигравших. Пренатальное воздей-
ствие выхлопными газами дизельного топлива 
также приводило к увеличению доминирования 
у потомства и большей экспрессии IL-1β в пре-
фронтальной коре [35]. В крови у скученных крыс 
был обнаружен повышенный уровень провоспа-
лительных цитокинов  [16,  36,  37].

Тест «резидент–интрудер», проведенный 
после 4-дневной изоляции, показал, что у сам-
цов-резидентов группы  СКУЧ было больше напа-
дений на интрудера, чем у группы  СТАНД. При 
этом, если у группы СТАНД к концу опыта число 
нападений снижалось, то у группы СКУЧ оста-
валось на высоком уровне. Сходное увеличение 
числа агрессивных нападений и такое же распре-
деление их во времени наблюдали ранее после 
провоспалительного стресса, вызываемого введе-
нием бактериального липополисахарида (ЛПС) в 
раннем онтогенезе  [38]. После стресса социаль-
ной нестабильности, создаваемой чередованием 
периодов социальной изоляции и скученности, 
также наблюдалось увеличение агонистического 
поведения у самок крыс  [10]. Увеличение агрес-
сивных взаимодействий наблюдали в домашней 
клетке у мышей при увеличении числа живот-
ных в клетке  [8,  9,  39]. Такую закономерность 
авторы объясняли тем, что большая численность 
популяции побуждает доминирующее животное 
демонстрировать более высокий уровень агрес-
сивного поведения для поддержания своего доми-
нирующего статуса.

В настоящей работе было показано увеличе-
ние экспрессии мРНК генов провоспалительного 
цитокина IL-1β в гиппокампе, префронтальной 
коре, миндалине, а также небольшое увеличение 
экспрессии гена TNF-α (тенденция) в миндалине 
у крыс группы  СКУЧ, которых отличал повышен-
ный уровень социального доминирования и агрес-
сивности. Эти данные могут свидетельствовать, 
вероятно, о запуске процессов нейровоспаления, 
хотя содержание белков, кодируемых данными 
генами, мы не исследовали, в чем проявляются 
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определенные ограничения нашей работы. Ра-
нее после 3-дневного содержания в скученных 
условиях у крыс наблюдали увеличение уровня 
белков IL-1β в префронтальной коре и гипотала-
мусе  [40]. Полученные в настоящей работе факты 
подтверждают предположение о связи домини-
рования с активацией иммунной системы  [34], 
которое ранее возникло на основании данных о 
высоком содержании провоспалительного цито-
кина IL-1β в крови у доминантов  [34]. Высокий 
уровень экспрессии гена IL-1β в мозге может 
вызывать изменение функционирования струк-
тур мозга, участвующих в механизмах социаль-
ной иерархии. Большую роль, по-видимому, для 
увеличения социального доминирования играют 
изменения в префронтальной коре. Так, извест-
но, что медиальная префронтальная кора явля-
ется ключевой структурой мозга, определяющей 
иерархический статус  [19, 41–43]. Активация или 
торможение дорзомедиальной части префрон-
тальной коры вызывает мгновенный выигрыш 
или проигрыш соответственно  [43]. Cоциальное 
доминирование контролируется синаптической 
эффективностью в медиальной префронтальной 
коре  (mPFC), и глутаматный рецептор AMPA-типа 
(AMPA-R) является ключевым для синаптической 
эффективности  [44].

Наши данные об увеличении экспрессии гена 
провоспалительного цитокина IL-1β в гиппокампе, 
миндалине и префронтальной коре у крыс груп-
пы  СКУЧ с высоким уровнем агрессии подтвер-
ждают гипотезу о связи агрессии с повышением 
уровня цитокинов  [45]. Ранее было показано, что 
у агрессивных крыс линии Norway, по сравнению 
с неагрессивными животными, наблюдается бо-
лее высокий уровень провоспалительного цито-
кина IL-1β в гипоталамусе и во фронтальной коре 
после введения  ЛПС, а уровень противовоспали-
тельного цитокина IL-10, наоборот, уменьшен  [46]. 
Для  агрессивных мышей была характерна увели-
ченная продукция провоспалительных цитоки-
нов клетками селезенки  [47]. Эпизоды агрессии 
приводили к увеличению экспрессии мРНК генов 
IL-1β и IL-6 в префронтальной коре и гиппокам-
пе, при этом наблюдались сложные зависимости 
от социального статуса мышей, числа схваток и 
реактивности животных по уровню кортикосте-
рона в крови  [48]. У  доминантов с большой реак-
цией по уровню кортикостерона после схватки 
наблюдался существенный прирост мРНК IL-1β 
и IL-6 в префронтальной коре  [48]. Животные и 
люди с повышенной агрессивностью показывают 
увеличенный уровень провоспалительных цито-
кинов  [49].

Хотя крысы группы СКУЧ отличались повы-
шенной агрессивностью и доминированием, в 
нашей работе не было обнаружено прямой связи 

между доминированием и агрессивностью у кон-
кретных крыс, т.е.  у животных, имеющих боль-
шое число побед в трубе, могло не быть большого 
числа агрессивных нападений в тесте «резидент–
интрудер». Оппоненты в трубе никогда не куса-
ли друг друга, победа достигалась напором, тол-
каниями, стойкостью, неготовностью отступать. 
Ряд данных литературы также свидетельствует 
об отсутствии связи между доминированием 
и агрессивностью у грызунов  [33,  50] или у ко-
шек  [51]. Для более полного анализа причинно-
следственных связей между двумя поведенчески-
ми показателями, такими как агрессивность и 
доминирование, и повышением провоспалитель-
ных цитокинов в мозге требуются, по-видимому, 
дополнительные эксперименты с искусственным 
влиянием на уровень цитокинов в мозге.

Экспрессия гена цитокина TGF-β1 была повы-
шена у крыс группы СКУЧ в миндалине, префрон-
тальной коре и гиппокампе, т.е. тех же структурах, 
в которых была увеличена экспрессия провоспа-
лительных цитокинов. TGF-β1 широко известен 
как противовоспалительный цитокин, который 
может вырабатываться как глиальными, так и 
нейрональными клетками  [52,  53], его повышен-
ный уровень обнаруживается при длительной 
хронической активации микроглии. Показана 
защитная роль TGF-β1 при ряде патологий. Так, 
при болезни Альцгеймера данный цитокин осу-
ществляет иммуномодуляцию и нейропротекцию 
головного мозга  [54]. TGF-β1 способен ослаблять 
нейровоспаление и облегчать демиелинизирую-
щие повреждения при ряде заболеваний  [52], 
подавлять накопление липопротеидов низкой 
плотности в условиях инсульта  [55]. Снижение 
TGF-β1 наблюдается при дефиците когнитивных 
функций  [56]. Кроме того, показана повышен-
ная экспрессия рецептора TGF-β1 в гиппокампе 
у крыс, устойчивых к пренатальному стрессу и 
не показавших признаков развития депрессивно-
подобного поведения  [57]. На  основании данных 
литературы можно высказать предположение, 
что повышенный уровень экспрессии TGF-β1 в 
тех же структурах мозга, которые показали уве-
личение экспрессии провоспалительных цитоки-
нов, может говорить о наличии компенсаторных 
процессов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Содержание крыс-самцов в условиях повы-
шенной скученности, по сравнению с контролем, 
приводило к уменьшению времени взаимодей-
ствия с социальным объектом в тесте на соци-
альное предпочтение, что свидетельствовало об 
уменьшении социальной мотивации. Содержание 
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в скученных условиях вызывало увеличение 
социального доминирования в тесте в трубе и 
приводило к увеличению агрессивности в тесте 
«резидент–интрудер», судя по увеличению чис-
ла нападений, меньшему латентному периоду 
первых нападений и не снижению их числа к 
концу опыта. Содержание в скученных условиях 
вызывало увеличение экспрессии мРНК гена про-
воспалительного цитокина IL-1β в дорзальном 
гиппокампе, медиальной префронтальной коре 
и в меньшей степени в миндалине, что можно 
рассматривать как признаки нейровоспаления. 
У  крыс группы  СКУЧ наблюдался более высокий 
уровень экспрессии мРНК гена противовоспали-
тельного цитокина TGF-β1 в дорзальном гиппо-
кампе, миндалине и медиальной префронталь-
ной коре, что свидетельствовало, по-видимому, о 
наличии компенсаторных процессов.

Ограничения работы. Молекулярно-генети-
ческий анализ образцов мозга по ряду причин 
был проведен не у всей выборки крыс. Было ото-
брано по 8 животных в каждой группе, поведение 
которых в тестах «резидент–интрудер» и на соци-

альное доминирование в трубе было наиболее ха-
рактерно для каждой группы. Анализ экспрессии 
белков, кодируемых исследованными генами, не 
был проведен в работе, ограничились изучением 
только экспрессии мРНК соответствующих генов.
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THE INFLUENCE OF LONG-TERM HOUSING IN OVERCROWDING 
ON THE SOCIAL BEHAVIOR OF RATS AND THE EXPRESSION  

OF GENES ASSOCIATED WITH NEUROINFLAMMATION

I. V. Pavlova*, N. D. Broshevitskaya, A. A. Potekhina, and A. M. Shvadchenko

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences,  
117485 Moscow, Russia; e-mail: pavlovfml@mail.ru

The effect of long-term housing in overcrowding on the social behavior of adult male Wistar rats was 
studied. From 30 to 180 postnatal day (PND) the rats lived in standard conditions for 5  individuals 
(360  cm2 per rat, group of STD), or in crowded conditions for 15  individuals in cages (120  cm2 per 
rat, group of CROW). Starting from 100  PND, the behavior of rats was studied in social preference 
test, social dominance tube test and in the resident intruder test for aggressive behavior. After de-
capitation of rats by 180  PND, brain samples from the amygdala, dorsal hippocampus, ventromedial 
hypothalamus and medial prefrontal cortex were taken for subsequent analysis of the expression of 
IL-1β, TNF, TGF-β1, IL-6 mRNA genes using a real-time polymerase chain reaction. Compared with 
the STD group, rats of CROW group had a shorter interaction time with a social object in the social 
preference test. Males of the CROW group had more wins in the tube test compared to the STD group, 
as well as more attacks in the resident intruder test. The expression of IL-1β in the hippocampus and 
medial prefrontal cortex was significantly increased in the rats of the CROW group, as well as the 
expression of TGF-β1 in the hippocampus, amygdala and prefrontal cortex was increased. The social 
stress of overcrowding led to an increase in social dominance, aggressiveness and decreased sociabil-
ity. Changes in social behavior in the CROW rats were accompanied by an increase in the expression 
of the proinflammatory cytokine IL-1β and the anti-inflammatory cytokine TGF-β1 in a number of 
brain structures, which can be considered, respectively, as a manifestation of neuroinflammation 
and  compensatory processes.

Keywords: overcrowding, social dominance tube test, resident-intruder test, social preference test, 
pro-inflammatory cytokines IL-1β, TNF, IL-6, anti-inflammatory cytokine TGF-β1
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