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Аннотация 
Внедрение принципов биоэтики в научные биомедицинские исследования заставляет искать и разрабатывать новые альтернативные модели, в том 

числе для скрининга потенциальных фармакологических соединений. Основная трудность при разработке альтернативных биомоделей заключается 
в создании состояния или патологии, максимально приближённых к человеческим как по механизму развития такого процесса, так и по ответу на 
фармакологическую коррекцию. Гидробионты, обладая сопоставимостью физиологических реакций с высшими животными, имеют, в том числе, схожие 
по строению и функционалу органы и ткани и очень большой потенциал для скрининговых исследований и экспериментальной фармакологии. Они 
удовлетворяют современным этическим представлениям и нормам, ограничивающим область применения высших животных в экспериментальных 
исследованиях. В статье приведены результаты работы по созданию альтернативной модели на рыбах Danio rerio для оценки термо- и фригопротек-
торных свойств фармакологических соединений. Показана возможность моделирования на рыбах состояний гипо- и гипертермии в лабораторных 
условиях. Разработана балльная оценка состояния рыб. Определены критерии оценки гипо- и гипертермий. Проведена фармакологическая валида-
ция созданной модели с референсными препаратами. Показана возможность использования данной модели для скринингового изучения термо- и 
фригопротекторной активности фармакологических соединений. 
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Abstract
The introduction of bioethical principles into scientific biomedical research necessitates the search for and development of new alternative models, including 

those for screening potential pharmacological compounds. The main difficulty in developing alternative biomodels is the creation of a condition or pathology 
as close as possible to human ones both in terms of the mechanism of development of such a process and in terms of the response to pharmacological 
correction. Hydrobionts, possessing physiological reactions comparable to higher animals, have, among other things, organs and tissues similar in structure 
and functionality and have very great potential for screening studies and experimental pharmacology. They satisfy modern ethical concepts and norms 
limiting the scope of use of higher animals in experimental research. The article presents the results of work on the creation of an alternative model of Danio 
rerio for assessing the thermo- and frigoprotective properties of pharmacological compounds. The possibility of modeling hypo- and hyperthermia states in 
fish under laboratory conditions is demonstrated. A scoring system for assessing the condition of fish has been developed. Criteria for assessing hypo- and 
hyperthermia are defined. Pharmacological validation of the developed model was conducted using reference drugs. The model's potential for screening 
the thermo- and frigoprotective activity of pharmacological compounds was demonstrated. 
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Введение / Introduction

Важнейшим этапом первичной оценки потенци-
альных соединений и перспективных лекарственных 
средств является скрининг их фармакологической ак-
тивности, от достоверного результата которого зависит 
дальнейшее рациональное распределение финансовых и 
трудовых ресурсов. Этот биологический этап на данный 
момент невозможен без участия живых организмов (био-
моделей), на которых в соответствии с нормативами, в 
том числе биоэтическими, проводят исследования [1, 2]. 

Основными животными при этом являются мле-
копитающие — чаще всего лабораторные грызуны — 
мыши и крысы [3]. Однако биоэтические принципы 
предполагают постепенную замену млекопитающих в 
экспериментах (там, где это возможно) на альтернатив-
ных животных, стоящих на более низкой эволюцион-
ной ступени, но при сохранении достоверных данных. 

Одними из таких альтернативных моделей могут 
быть гидробионты и некоторые беспозвоночные, 
представители которых обладают сопоставимостью 
физиологических реакций с высшими животными, 
имеют схожие по строению и функционалу органы 
и ткани и обладают специфическими свойствами, 
позволяющими расширить представления о спектре 
действия тестируемого фактора на биосистему. Они 
удовлетворяют современным этическим представлени-
ям и нормам, ограничивающим область применения 
высших животных в экспериментальных исследова-
ниях. Вместе с тем они ограниченно представлены 
в качестве биологических моделей, но имеют очень 
большой потенциал для скрининговых исследований 
и экспериментальной фармакологии [4]. 

Одно из направлений фармакологии — разработка 
средств поддержки жизнедеятельности организма 
при экстремальных температурных воздействиях, 
приводящих как к общему перегреванию (состояние 
гипертермии), так и общему охлаждению организма 
(замерзание, гипотермия). Возникновение у человека 
неблагоприятных температурных состояний связано 
либо с воздействием климатогеографических факторов 
среды обитания (пустыни, тропические леса, Арктика, 
Антарктика), либо производственной деятельности 
(работа в жарких цехах, в изолирующем снаряжении, 
на акватории северных морей, в высокогорье), либо  
в результате аварий (пожары, кораблекрушения). 

Для релевантных моделей общие температурные 
воздействия моделируются помещением животных или 
в воздушную, или в водную среду соответствующей 
температуры (+35…+40 °С для условий гипертермии, 
+5…+8 °С для воздушной гипотермии при условии по-
вышенной влажности или периодического орошения 
шкурки животного и +10…+12 °С для иммерсионной 
гипотермии [5–7]. В качестве критериев оценки пере-
носимости теплового или холодового воздействия 
обычно используются такие показатели, как длитель-
ность жизни на фоне воздействия, выживаемость на 

фиксированные временные точки (например, 30 или 
60 мин), динамика ректальной температуры, а также 
время предельного плавания с грузом 5 % в воде за-
данного температурного диапазона [8].

Целью данной работы являлось создание адекватной 
альтернативной модели для скрининговой оценки 
термо- и фригопротекторного действия фармаколо-
гических средств и её фармакологическая валидация.

Для гидробионтов существует только один способ 
формирования состояния гипо- и гипертермии — 
пребывание в воде с пониженной или повышенной 
температурой. Критерием уровня устойчивости при 
этом будет длительность пребывания до развития оче-
видных признаков холодового или теплового стресса, 
к которым относятся изменения поведения и двига-
тельной активности.

В процессе эксперимента была разработана балль-
ная шкала оценки состояния Danio rerio, учитывающая 
преимущественное положение рыбок в ёмкости для 
исследования, характер двигательной активности, 
координацию, позы, положение тела, а также частоту 
движения жаберных щелей (табл. 1). Максимальное 
количество баллов по предлагаемой шкале — 20.

Для разработки модели оценки уровня тепловой 
устойчивости Danio rerio была выполнена отдельная 
серия исследований, в которой рыбки помещались 
в воду с возрастающими или снижающимися зна-
чениями температуры при обычном режиме газо-
обмена между воздухом и водой. Моделирование 
пониженных температур достигалось путём внесения 
кусочков льда, полученных путём предварительного 
замораживания отстоянной фильтрованной воды 
и равномерном распределении температуры с ис-
пользованием погруженного аэратора.  Достижение 
высоких температур обеспечивалось подогревом воды 
термоковриком для рептилий, установленным под 
ёмкостью, и аквариальным нагревателем. Равно-
мерность температуры также обеспечивалась погру-
жённым аэратором. Каждые 5 минут фиксировались 
особенности их двигательной активности и поведения, 
которые затем переводились в баллы в соответствии  
с данными табл. 1. Балльная динамика состояния 
Danio rerio представлена в табл. 2.

Наблюдение за поведением Danio rerio в воде  
с температурой 14–16 °С показало резкое снижение 
двигательной активности, придонное положение 
рыбок, движение жабр замедленно и неритмично. 
Расчётный индекс состояния (отношение общего 
суммарного балла оценки состояния к максимальному 
количеству баллов) резко снижен до 0,55, что отра-
жает развитие выраженного холодового нарушения 
нервной деятельности и метаболизма в целом. Таким 
образом, критическими для рыбок в условиях гипо-
термии являются пребывание в течение 20 мин в воде 
с температурой 14–16 °С. Следовательно, признаком 
фригопротекторного действия лекарственных средств 
при использовании данной модели на Danio rerio бу-
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Таблица 1

Балльная шкала оценки состояния Danio rerio

Table 1

Danio rerio condition score scale

Признак Балл

Положение в ёмкости (установке для исследований)

Преимущественно верховое 5
Преимущественно срединное 4
Преимущественно придонное 3
Частая смена придонного на верховое 2
Резкие кратные перемещения по вертикали 1
Рандомные резкие перемещения со сменой положения тела (боковое, вверх брюхом) 0

Характер двигательной активности
Активные, движения равномерные по скорости 10
Активные, движения с хаотичной сменой направления 9
Активность пониженная, движения плавные, замедленные 8
Активность снижена, движения заторможенные 7
Ажитация, движения не равномерные, рывками, с нормальным положением тела 6
Ажитация, чередующаяся с зависанием, движения хаотичные с широким диапазоном положений 
Изменение оси положения тела под углом 20° и более к горизонтали 5

Активность низкая. Движения минимальные 4
Вертикальные метания. Рывки. Полная остановка 3
Нарушение координации, временные утраты позы 2
Агонические сокращения 1
Движения отсутствуют 0

Движения жаберных крышек
Обычные, ритмичные 5
Ускоренные/замедленные 4
Учащение/замедление более чем в 3 раза 3
Неритмичные 2
Агональные 1
Отсутствуют 0
Максимальный балл 20

Таблица 2

Динамика балльного показателя состояния рыбок Danio rerio при их пребывании в среде с различной температурой  
(средние по группе, n = 10)

Table 2

Dynamics of the score indicator of the condition of Danio rerio fish when they stay in an environment with different temperatures 
(average for the group, n = 10)

Температура воды, °С
Длительность воздействия гипотермии (мин)

5 10 15 20 25 30

14 13 11 11 10 10 10
16 17 14 13 12 12 12
18 19 17 16 15 15 15
20 20 20 19 19 19 18
22 20 20 20 20 20 20
24 20 20 20 20 20 20
26 20 20 20 20 20 20
28 19 19 19 19 19 18
30 18 18 17 16 16 16
32 17 17 16 16 16 15
34 17 16 14 14 13 13
36 16 16 14 13 13 13
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дут улучшение их состояния по баллам комплексной 
оценки поведения и двигательной активности и увели-
чение длительности периода сохранения приемлемых 
для рыбок показателей поведенческой активности.

Данные таблицы 2 показывают, что температура 
воды в диапазоне 30–32 °С и длительность экспо-
зиции 20 минут достаточно, чтобы зафиксировать  
у рыбок состояние теплового стресса (гипертермии), 
проявляющееся изменением преимущественного 
их положения в аквариуме, появления хаотичности  
в движениях, замедление, ускорение и нестабиль-
ность двигательной активности, учащение движений 
жаберных щелей. Индекс состояния для рыбок на этой 
точке был равен 0,80, т. е. состояние Danio rerio было 
хуже оптимального на 20 %. Эти показатели и были 
приняты за параметры модели.

Для фармакологической валидации модели были 
выбраны 2 препарата — фумаровая соль янтарного 
эфира диметиламиноэтанола (ФДМАЭС) и кортексин, 
для которых ранее были выявлены термо- и фриго-
протекторные эффекты [9, 10]. 

Исследуемые препараты растворяли в аквариумной 
воде до концентраций 250 мг/л (ФДМАЭС) и 25 мг/л 
(кортексин), что соответствует концентрации препарата 
в крови при применении средних терапевтических доз. 
В каждой исследуемой группе было по 10 рыбок. Ре-
зультаты исследования термопротекторной активности 
этих соединений на Danio rerio представлены в табл. 3.

Представленные в таблице 3 данные показывают, 
что контрольная группа рыбок Danio rerio достигла 

порогового значения поведенческих проявлений тер-
мостресса к 20-й минуте пребывания в условиях гипер-
термии, при более выраженном ухудшении состояния 
к 40-й минуте. Оба препарата отодвигали проявления у 
рыбок тепловых нарушений двигательной активности 
и поведения на 20–25 мин, что является статистически 
достоверным признаком термопротекторного действия 
(р = 8×10−5, метод точной вероятности Фишера).

Результаты исследования фригопротекторной ак-
тивности этих соединений на Danio rerio представлены 
в табл. 4.

Оба исследуемых препарата характеризовались 
более высокими показателями поведенческой и дви-
гательной активности рыбок в условиях гипотермии, 
что сопровождалось улучшением значений индекса 
состояния на 20-й минуте с 0,55 до 0,70 для ФДМАЭС  
и 0,85 для кортексина (отличия от контроля достоверны  
р = 4,6×10−5, метод точной вероятности Фишера). Раз-
личия между препаратами проявлялись на раннем вре-
менном диапазоне (преимущество было у кортексина), 
но в более поздние сроки разница в количественной 
оценке фригопротекторного действия сглаживалась  
и после 35-й минуты уже не определялась. Таким обра-
зом подтверждена адекватность предложенной модели 
Danio rerio для оценки термо- и фригопротекторов.

В результате эксперимента была разработана и 
валидирована альтернативная биомодель Danio rerio, 
подходящая для задач скринингового исследования 
фармакологических средств с предположительной 
фриго- и термопротекторной активностью. 

Таблица 3

Термопротекторные эффекты ФДМАЭС и кортексина в отношении поведения аквариумных рыбок Danio rerio при их 
пребывании в воде с температурой 30–32 °С (баллы поведенческой и двигательной активности, средние по группе, n = 10)

Table 3

Thermoprotective effects of FDMAES and cortexin on the behavior of Danio rerio aquarium fish when they stay in water with  
a temperature of 30–32 °C (behavioral and motor activity scores, average for the group, n = 10)

Группа
Длительность экспозиции, мин

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Контроль 18 18 17 16 16 16 14 13 13
ФДМАЭС 20 20 19 19 19 19 17 17 16
Кортексин 20 20 20 20 19 19 19 17 17

Таблица 4
Фригопротекторные эффекты ФДМАЭС и кортексина в отношении поведения рыбок Danio rerio при их пребывании в воде  

с температурой 14–16 оС (баллы поведенческой и двигательной активности, средние по группе, n = 10)

Table 4
Frigoprotective effects of FDMAES and cortexin on the behavior of Danio rerio fish when they are kept in water at a temperature  

of 14–16 °C (behavioral and motor activity scores, average for the group, n = 10)

Группа
Длительность экспозиции, мин

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Контроль 14 13 12 11 11 11 11 10 10
ФДМАЭС 19 17 17 14 14 14 13 13 13
Кортексин 19 19 18 17 17 17 14 13 12
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