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Повышенный уровень гомоцистеина в плазме – гипергомоцистеинемия (гГЦ)
считается независимым фактором риска ранних прерываний беременности, от-
слойки плаценты, преэклампсии и других осложнений. Одним из факторов раз-
вития гГЦ является дефицит витаминов группы В. При этом как недостаток, так
и избыток витаминов могут оказывать нейротоксические эффекты и вызывать
окислительный стресс. Целью нашей работы было исследование эффектов при-
менения витаминов группы В во время беременности у крыс с гГЦ на раннее
развитие и уровень глутатиона в плазме потомства. В потомстве крыс с гГЦ на-
блюдали высокую смертность, снижение массы тела, повышение концентрации
гомоцистеина и уменьшение уровня восстановленного глутатиона в плазме, а
также задержку развития сенсо-моторных рефлексов и ряда поведенческих реакций,
анализируемых в тестах Открытое поле и Ротарод. Введение в рацион беременным
крысам с гГЦ витаминов группы В (В6, В9, В12) привело к снижению смертности,
повышению массы тела потомства и уровня глутатиона и частичному предотвра-
щению нарушений сенсо-моторного развития. При этом мы наблюдали умень-
шение уровня гомоцистеина, которое, однако, не достигало контрольных значений.
Также отмечено положительное влияние витаминов группы В на уровень тре-
вожности и мышечную силу животных с пренатальной гГЦ. Однако горизон-
тальная двигательная активность, число вертикальных стоек, балансировка на
вращающемся цилиндре не восстанавливались до контрольного уровня. Таким
образом, использование витаминов группы В, несмотря на положительное влия-
ние на физическое развитие и формирование рефлексов, не предотвращало на-
рушений координации движений в сложных поведенческих актах, что, по-види-
мому, связано с тем, что уровень гомоцистеина в плазме не восстанавливался до
нормальных значений и/или неспособностью используемого комплекса полно-
стью нейтрализовать негативные последствия хронической гГЦ.

Ключевые слова: пренатальная гипергомоцистеинемия, фолиевая кислота, пири-
доксин, цианокобаламин, сенсо-моторное развитие, координация движений,
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Гомоцистеин – это серосодержащая аминокислота, образующаяся в ходе мета-
болизма метионина [1, 2]. Гомоцистеин может преобразоваться обратно в метионин в
реакции реметилирования с помощью метионинсинтазы, использующей в качестве
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донора метильной группы 5-метил-тетрагидрофолат (рис. 1). Гомоцистеин также
метаболизируется под действием цистатионин β-синтазы до цистатионина, который
далее распадается с помощью цистатионин γ-лиазы до цистеина и α-кетобутирата.
Витамины В6, В12 и фолиевая кислота являются важными кофакторами ферментов
метаболизма гомоцистеина (рис. 1) [1, 3–5]. Несмотря на некоторые различия в ре-
гуляции метаболизма тиолов у грызунов и людей, основные ферменты и реакции
метионинового цикла одинаковы, поэтому крыс и мышей широко используют для
моделирования экспериментальной гипергомоцистеинемии (гГЦ), изучения дан-
ной патологии и путей ее коррекции [6, 7].

Согласно литературным данным в норме у человека концентрация гомоцистеина в
плазме варьирует от 5 до 10 мкМ. Увеличение концентрации выше 15 мкМ диагно-
стируется как гГЦ [2, 5, 8]. Генетические мутации ферментов метаболизма гомоци-
стеина, дефицит витаминов группы В, избыток метионина и нарушения выдели-
тельной функции, прием некоторых лекарственных препаратов приводит к повы-
шению уровня гомоцистеина в организме [9, 10]. гГЦ ведет к повреждению и
активации эндотелиальных клеток, выстилающих стенки сосудов, повышает риск
тромбозов, запускает атерогенный процесс и нейродегенерацию [10, 11, 29]. Еще в
конце прошлого века было обнаружено, что гГЦ, связанная с нехваткой фолиевой
кислоты или витамина B12, приводит к серьезным патологиям беременности, та-
ким как преэклампсия, отслойка плаценты, тромбоэмболия, дефекты нервной
трубки и внутриутробная задержка роста [12–15]. Анализ клинических данных вы-
явил высокую потребность в фолиевой кислоте во время беременности для опти-
мального роста и развития материнских и фетальных тканей, защиты от дефектов
нервной трубки плода, нормального роста и развития потомства [9, 11, 16], что
подтверждается и экспериментальными исследованиями на животных [9, 17–21].

Рис. 1. Схема метаболизма гомоцистеина (по Petras, 2014 [2], Likogianni et al., 2006 [6] с изменениями).
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Ряд модельных исследований на грызунах с пренатальной гГЦ свидетельствует о
физических и неврологических нарушениях развития потомства на ранних и позд-
них этапах онтогенеза [3, 13, 22–25], одним из путей предотвращения которых яв-
ляется прием витаминов группы В. Действительно, популяционные исследования
свидетельствуют, что прием фолиевой кислоты, витаминов В12 и В6 в различных
комбинациях способствует снижению уровня гомоцистеина в некоторых случаях,
однако, насколько они эффективны в снижении патологий, обусловленных гГЦ,
остается не до конца выясненным [8, 12]. Применение фолиевой кислоты при мо-
делировании гГЦ у крыс в ранний постнатальный период приводило к восстанов-
лению активности Na+/K+-АТФазы, снижению уровня окислительного стресса и
нейронального повреждения [26–28]. Однако, избыточное потребление фолиевой
кислоты, особенно при дефиците витамина В12, может привести к потенциальным
рискам для здоровья [8, 16, 29], таким как нарушение когнитивных функций, раз-
витие инсулиновой резистентности и ожирение у детей [16, 30].

Целью нашей работы было исследование влияния диеты с повышенным содер-
жанием витаминов группы В (В6, В9, В12) у беременных и кормящих самок с гГЦ на
сенсо-моторное развитие их потомства и уровень глутатиона в плазме крови.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектом исследования были крысы линий Вистар из питомника лабораторных
животных “Пущино” в возрасте от 2 до 72 дней. Животные содержались в условиях ви-
вария КФУ в полипропиленовых клетках (32 × 40 × 18 см) при стабильной комнат-
ной температуре, 12-часовом режиме дня/ночи и свободном доступе к корму и во-
де. Эксперименты проводились в соответствии с Директивой ЕС 2010/63/EU для
экспериментов на животных и одобрены Локальным этическим комитетом КФУ
(протокол № 8 от 5.05.2015). Крысы были разделены на 4 группы: 1) контрольная
(К) – крысята (n = 53, N = 7, где n – количество крысят в эксперименте, N – коли-
чество пометов), рожденные самками, находящимися на стандартном рационе пи-
тания; 2) гомоцистеиновая (ГЦ) – крысята (n = 53, N = 9) от самок на метионино-
вой диете (7.7 мг/кг в сутки) для моделирования гГЦ; 3) витаминная (В) – крысята
(n = 34, N = 5) от самок на витаминной диете, получавших перед планированием,
во время беременности и в период лактации витамин В6 (10 мкг/кг), витамин В9
(0.25 мкг/кг) и витамин В12 (0.25 мкг/кг); 4) опытная витаминная (ГЦ + В) – крысята
(n = 36, N = 5) от самок на метиониновой диете, получавших витамины (рис. 2).
В опытах использовались самки от 9 до 12 месяцев повторно рожавшие. Витамины
В6, В12, В9 (CSPC Ouyi Pharmaceutical Co. Ltd, КНР) вводили в рацион поочередно
самкам крыс по четным (В6) и нечетным дням (В12 и В9) за две недели перед плани-
рованием, во время беременности и в период лактации. Подбор концентрации и
схемы подачи витаминов осуществлялись на основе данных по обязательному со-
держанию витаминов в корме лабораторных животных [31] и эквивалентной дозе
потребления у человека в пересчете на массу тела животного [16].

Определение содержания гомоцистеина производили электрохимическим методом
в условиях квадратно-волновой вольтамперометрии [32] в плазме крови самок перед
подсадкой самца и через неделю после окончания лактационного периода, а также
в плазме крови потомства – на 72-й день жизни [22]. Концентрацию восстановлен-
ного глутатиона в плазме крови крыс с пренатальной гГЦ определяли классиче-
ским спектрофотометрическим методом (ПЭ9600, Экрос, Россия) в реакции с ре-
активом Элмана (5,5'-дитио-бис-(2-нитробензойная к-та) [33].

У животных всех групп определяли массу тела при рождении и количество жи-
вотных в помете, регистрировали день отлипания ушной раковины, появления
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первичного волосяного покрова, прорезывания резцов и открытия глаз. Смерт-
ность определяли как процент умерших крысят относительно рожденных за весь
период наблюдений.

Для исследования созревания соматосенсорной системы использовали стан-
дартную батарею тестов для оценки развивающегося поведенческого фенотипа
крыс в период вскармливания [22, 34–36] (табл. 1). Тесты проводили за 2 дня до
возраста формирования рефлекса в контроле согласно методическим указаниям
[34] и литературным данным [35, 36], и регистрировали возраст крысят, в котором
впервые появлялся наблюдаемый рефлекс (табл. 1). Тесты проводили до полного
формирования рефлекса во всех пометах. Использовали следующие тесты.

Тест “Переворачивание на плоскости”. Крысенка помещали на спину на плоской
поверхности, быстро отпускали и измеряли время, необходимое для возвращения
в нормальное положение. Формирование рефлекса считали завершенным, если
животное возвращалось на все 4 лапы.

Тест “Отрицательный геотаксис”. Опыт проводили 1 раз в день в течение 1 мин.
Крысенка помещали на наклонную плоскость (25°) головой вниз. Рефлекс считал-
ся сформированным, если животное поворачивалось на 180°.

Тест “Избегание обрыва”. Крысенка помещали на возвышающуюся над клеткой
платформу таким образом, чтобы передние лапы касались края стола. Формирова-
ние рефлекса считалось завершенным, если в течение 10 с животное отползало от
края площадки.

Тест “Реакция на акустический стимул”. Рефлекс считали сформированным, ес-
ли животное реагировало вздрагиванием на акустический стимул. Движение жи-
вотного регистрировали визуально. Тест проводился, начиная с 7-го дня жизни.

Тест “Обонятельная реакция” проводился после открытия глаз. Животное поме-
щали на середину рейки шириной 6 см с делениями. Рейку располагали между дву-
мя клетками. Определяли, выбирает ли животное направление к клетке с сибсами
и матерью, в которой оно содержалось перед опытом.

Тест “Визуальное избегание обрыва” проводился после открытия глаз. Животное
располагали у края приподнятой площадки. Формирование рефлекса считалось за-
вершенным, если в течение 10 с крысенок отползал от края площадки.

Тест “Переворот в свободном падении”. Животное, держали спиной вниз на вы-
соте 60 см над мягкой поверхностью и быстро отпускали. Визуально фиксировался
переворот животного в воздухе и приземление на все 4 лапы. Тест проводился, на-
чиная с 14-го дня жизни крысы.

Тест “Маятник” выполнялся совместно с тестом “Отрытое Поле” на 8-й день
после рождения. Измеряли количество поворотов за 1 мин. Повороты определяли
как изменение направления головы и туловища в горизонтальной плоскости при-
близительно на 90° за счет перемещения передних лап, когда задние конечности
поджаты и неподвижны.

Рис. 2. Схема эксперимента.
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Тест “Открытое поле” позволяет оценить динамику и выраженность элемен-
тарных поведенческих актов у грызунов в стрессовых условиях [37, 38]. Тест прово-
дили на 8-й и 16-й дни жизни животных. Крыс помещали в центр круглой арены
диаметром 30 см (на 8-й день жизни) и 60 см диаметром (на 16-й день жизни), ко-
торая была разлинована на квадраты размером 5 × 5 и 10 × 10 см соответственно
(Open Science, Россия). Оценивали вертикальную и горизонтальную двигательную ак-
тивность и груминг. Каждый тест записывался с помощью цветной видеокамеры
Sony SSC-G118 (Китай), захватывающей приставки и программы Pinnacle на пер-
сональном компьютере, и обсчитывался после проведения эксперимента незави-
симым исследователем. Тест проводили в течение 1 и 3 мин в зависимости от воз-
раста. После каждой пробы манеж очищали от продуктов дефекации/уринации и
тщательно протирали этиловым спиртом.

Развитие мышечной силы анализировали в тесте “Удержание на горизонтальной
сетке” на 16-й и 21-й дни жизни животного. Крыса помещалась на проволочной
сетке и мягко встряхивалась, чтобы дать ей возможность зацепиться за проволоку [39].
Сетка переворачивалась на 180° и удерживалась на высоте 45 см над дном клетки.
Записывалось время в секундах, проведенное на сетке. Для анализа использова-
лось наибольшее значение из трех попыток в течение одного подхода.

В тесте “Ротарод” (Neurobotix, Россия) оценивали общую моторную функцию
конечностей, а также двигательно-координационные нарушения [37, 40]. Реги-
стрировали время удержания на вращающемся цилиндре животного при скорости

Таблица 1. Эффекты пренатальной гипергомоцистеинемии и витаминной терапии на фор-
мирование рефлексов у потомства

* p ≤ 0.05 по отношению к контрольной (К) группе.# p ≤ 0.05 по отношению к группе ГЦ.
Результаты представлены в виде М(Q1–Q2), где М – медиана, Q – квартиль, n – количество животных,
N – количество пометов.

Тест,
регистрируемый

параметр
группа К

(n = 53, N = 7)
группа ГЦ

(n = 53, N = 9)
группа В

(n = 34, N = 5)
группа ГЦ + В
(n = 36, N = 5)

Отрицательный геотак-
сис, день формирования 
рефлекса

6(5–7) 6(6–8)* 5(4–8) 6(4–6)#

Избегание обрыва, день 
формирования рефлекса

6(5–7) 7(6–8)* 6(6–7.25) 6(4–6)#

Маятниковый рефлекс 
проводится на 8-й день, 
количество поворотов
головы

7(5–11) 2(1–4)* 6(2–7) 4(3–6)*#

Избегание обрыва,
вызванное визуальным 
стимулом, день
формирования рефлекса

14(12–15) 16(16–17)* 14(14–15) 14(14–16)#

Переворот в падении,
день формирования
рефлекса

12(12–16) 19(16–19)* 12(12–14) 12(12–14)#

Реакция на акустический 
стимул, день формирова-
ния рефлекса

10(8–10) 10(9–11)* 8(8–10) 10(10–12)*

Обоняние, день
формирования рефлекса

14(12–15) 16(14–19)* 13(12–14) 14(14–16)#
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5 об/мин. Проводили три сессии с интервалом 20–30 мин. Лучший результат запи-
сывался. Тест проводили на 16-й и 21-й день жизни крысят.

Статистическую обработку проводили при помощи методов непараметрической
и параметрической статистики для сравнения количественных признаков с ис-
пользованием пакета прикладных программ Origin Pro software (OriginLab Corp,
США). Для проверки выборки на нормальное распределение применяли тест Кол-
могорова–Смирнова и F-тест для равных дисперсий. При непараметрическом рас-
пределении групповые данные сравнивались при помощи теста Краскела–Уоллиса
(Kruskal–Wallis test) с последующим анализом U-критерия Манна–Уитни. При
нормальном распределении групповые данные сравнивались с использованием
однофакторного дисперсионного анализа с последующим апостериорным анали-
зом Бонферрони для оценки значения p. Различия считались статистически значи-
мыми при p < 0.05; n – количество животных. Все результаты представлены в виде
M ± m, где М – среднее значение, m – ошибка среднего либо М(Q1–Q2), где М –
медиана, Q – квартиль.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Подбор концентраций витаминов, концентрация гомоцистеина и глутатиона. Для
витаминной диеты животных мы использовали коктейль витаминов группы В: В6 –
пиридоксин, В9 – фолиевая кислота и В12 - цианокобаламин. При использовании
витаминов в дозах, превышающих рекомендуемые для потребления грызунами –
В6 – 40 мкг/кг, В12 – 0.3 мкг/кг и В9 – 0.3 мкг/кг [31], наблюдали высокую смерт-
ность новорожденных (до 100% к 8-му дню жизни), что, по-видимому, обусловлено
тератогенными эффектами фолиевой кислоты и пиридоксина [18, 29, 41–43]. По-
этому нами был проведен подбор оптимальных доз витаминов – витамин В6 – 10 мкг/кг,
В12 – 0.25 мкг/кг, В9 – 0.25 мкг/кг и схемы введения (витамин В6 – по четным и ви-
тамины В9, В12 – нечетным дням), который позволил получить полноценное
потомство и низкую смертность животных в группе В. Для подтверждения форми-
рования гГЦ у самок и их потомства измеряли концентрацию гомоцистеина в
плазме. Концентрация гомоцистеина в плазме самок, находящихся на стандартной
диете, составляла 8.2 ± 0.3 мкМ (n = 16) и самок, находящихся на метиониновой
диете – 31.7 ± 2.2 мкМ (n = 16). В плазме потомства крыс группы ГЦ наблюдалось
повышенное содержание гомоцистеина до 22.1 ± 2.6 мкМ относительно контроля
(6.2 ± 0.4 мкМ, n = 16). Таким образом, нами было подтверждено развитие гГЦ у
самок, находящихся на метиониновой диете, а также и у их потомства. Добавление
витаминов группы В в рацион самок контрольной группы не изменяло уровня го-
моцистеина ни в плазме самок (9.3 ± 0.6 мкМ, n = 15), ни в плазме их потомства
(8.2 ± 2.1 мкМ, n = 16). Использование витаминов достоверно снижало содержание
гомоцистеина как в плазме самок, находящихся на метиониновой диете (18.1 ± 1.1 мкМ,
n = 12, p < 0.05), так и в плазме их потомства (17.4 ± 0.8 мкМ, n = 15, p < 0.05), одна-
ко этот параметр не достигал контрольных значений. Как видно из рис. 1, витамины
В6, В9 и В12 являются кофакторами ферментов метаболизма гомоцистеина [1, 14,
18], популяционные данные свидетельствуют о снижении уровня гомоцистеина
при приеме не только фолиевой кислоты [44, 45], но и при применении витаминов
B6, B12, бетаина [46, 47]. Однако в экспериментальных исследованиях на животных
данные о влиянии фолиевой кислоты на концентрацию гомоцистеина неоднозначны,
что предполагает наличие механизмов действия фолиевой кислоты и других витами-
нов группы В, не связанных с понижением уровня гомоцистеина [26, 27, 48, 49].

Окисление гомоцистеина в клетках приводит к образованию супероксидного
аниона и перекиси водорода, которые играют роль в индукции аномалий плода [10,
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12, 15, 23, 24, 50]. В нашем исследовании в плазме крысят с пренатальной гГЦ (n = 16)
мы наблюдали снижение концентрации восстановленного глутатиона относительно
контрольной группы (рис. 3А, n = 16, p < 0.05), тогда как использование витаминов
группы В приводило к повышению уровня глутатиона до уровня контроля (рис. 3А,
n = 15, p < 0.05). Известно, что фолиевая кислота и витамин В12 обладают антиок-
сидантными свойствами, нейтрализуя активные формы кислорода в условиях
окислительного стресса, таких как гестационный диабет и преэклампсия [50–53], а
витамин B6 необходим для синтеза цистатионина и глутатиона [1, 14, 28]. Поэтому
дополнительное введение в рацион витаминов группы В увеличивает антиокси-
дантный потенциал организма, что проявляется в повышении уровня восстанов-
ленного глутатиона и таким образом снижает повреждающее действие радикалов.

Рис. 3. Влияние пренатальной гипергомоцистеинемии и терапии витаминами группы В на физическое
развитие крысят и уровень глутатиона в плазме. A. Уровень восстановленного глутатиона в плазме крыс
в группах контроль (белый столбик), ГЦ (штрихованный столбик), В (серый столбик) и ГЦ + В (серый
штрихованный столбик). Результаты представлены в виде среднего значения и ошибки среднего.
Б. Смертность крысят в группах контроль, ГЦ, В и ГЦ + В. Темно-серая часть круга – выжившие кры-
сята, светло-серая – умершие в %. В. Масса тела животных на 2-е, 30-е и 72-е сутки после рождения в
группах контроль (белые столбики), ГЦ (штрихованные столбики), В (серые столбики) и ГЦ + В (серые
штрихованные столбики). Результаты представлены в виде среднего значения и ошибки среднего.
Г. Диаграмма размаха (внутри диаграммы медиана – линия, среднее – точка) отражает размер (белые
диаграммы) и массу (серые диаграммы) помета в группах контроль, ГЦ, В и ГЦ + В. * p < 0.05 относитель-
но контроля, # p < 0.05 относительно группы ГЦ.
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Выживаемость, физическое развитие и масса тела крысят. В группе ГЦ наблюдали
высокую смертность потомства (48%) по сравнению с контрольной группой (16%)
(рис. 3Б). Введение витаминов группы В приводило к снижению смертности кры-
сят с пренатальной гГЦ до 20%, что не отличалось от контрольных значений.
В группе В смертность не отличалась от контроля (рис. 3Б). Наиболее важным по-
казателем соматического развития животных является масса тела при рождении.
В группе ГЦ наблюдалось достоверное снижение массы тела при рождении до 6.04 ± 0.15 г
(n = 53, р < 0.05) относительно контрольной группы (7.97 ± 0.62 г, n = 53, рис. 3В, Г)
[22, 23]. Известно, что повышение уровня гомоцистеина на поздних сроках бере-
менности является причиной развития хронической фетоплацентарной недоста-
точности и внутриутробной гипоксии плода. Это приводит к рождению детей с
низкой массой тела, снижению функциональных резервов всех жизнеобеспечива-
ющих систем новорожденного и развитию целого ряда осложнений периода ново-
рожденности [13, 21, 22, 25].

Масса тела при рождении в группе В соответствовала контрольным значениям –
7.60 ± 0.49 г, (n = 34, р > 0.05), а в группе ГЦ + В была достоверно ниже, чем у кон-
трольных животных 6.80 ± 0.29 г (n = 36, p < 0.05, рис. 3В), однако, к 4-й неделе
жизни масса тела крысят ГЦ + В группы восстанавливается до контрольных значений
(рис. 3В). Количество крысят в помете от самок, находящихся на контрольной и
модифицированных диетах, достоверно не изменялось (p > 0.05, рис. 3Г). Оценка
физического развития крысят (отлипание ушной раковины, появление первичного
волосяного покрова, прорезывание резцов, открытие глаз) в группах ГЦ, В и ГЦ + В не
выявила значимых отставаний в развитии при сравнении с показателями кон-
трольных животных (p > 0.05, данные не представлены).

Развитие сенсо-моторных рефлексов. Рефлексы новорожденных необходимы для
выживания после родов и адаптации к новым условиям среды, а их оценка помо-
гает определить уровень развития и способность к выживанию. Слабовыражен-
ные или поздно сформированные рефлексы свидетельствуют о различных пато-
логиях ЦНС [34]. Литературные и собственные данные свидетельствуют, что у жи-
вотных с пренатальной гГЦ происходит задержка в формировании целого ряда
сенсорно-моторных рефлексов [3, 14, 22, 23, 26] (табл. 1).

В случае дефицита витаминов группы В нарушение рефлексов у крысят с гГЦ
может быть связано с сенсорной нейропатией, гипотонией, атаксией и дистонией
пирамидного тракта [3, 53]. Недостаток витамина В12 ведет к демиелинизации
нервных волокон как в периферической, так и центральной нервной системе, что
обусловлено его влиянием на метиониновый цикл, а также на синтез жирных кислот
[14, 54, 55]. Введение в рацион крысам с гГЦ витаминов группы В привело к вос-
становлению большей части анализируемых параметров до уровня контроля (табл. 1).
Однако в таких тестах как “Маятник” и “Обоняние” – количество поворотов голо-
вы и день формирования рефлекса достоверно отличались как от результатов группы
ГЦ и контрольной группы (табл. 1). В тесте “Реакция на акустический стимул”
день формирования рефлекса у крысят ГЦ + В не отличался от ГЦ группы (р > 0.05).
Во всех анализируемых сенсо-моторных тестах крысята группы В показали результа-
ты, сопоставимые с контролем (табл. 1).

Анализ поведенческих реакций в тесте “Открытое поле”. В нашей работе мы на-
блюдали снижение горизонтальной двигательной активности у животных с прена-
тальной гГЦ на 8-й и 16-й дни жизни крысят (5.4 ± 0.6 и 25.9 ± 2.9 пересеченных
квадратов, соответственно, n = 53, p < 0.05, рис. 4А) относительно контрольных
значений (12.9 ± 1.1 и 45.4 ± 3.2 квадратов соответственно, n = 53). Введение вита-
минов группы В не приводило к восстановлению горизонтальной двигательной ак-
тивности животных с пренатальной гГЦ, более того, на 16-й день жизни группа В
также показала снижение числа пересеченных квадратов (рис. 4А). Анализ количе-
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ства поднятий головы в группе ГЦ на 8-й день жизни крысят показал достоверное
снижение (0.9 ± 0.2, n = 53, p < 0.05, рис. 4Б) по сравнению с контрольными значе-
ниями (2.3 ± 0.3, n = 53). В группе В количество поднятий головы не отличалось от
контроля. При этом использование витаминной диеты не привело к восстановле-
нию данного параметра до контрольных значений (0.7 ± 0.1 в группе ГЦ + В, n = 36,
p < 0.05). На 16-й день жизни анализировали как количество поднятий головы (12.4 ± 0.7 в
контроле), так и число вертикальных стоек (5.8 ± 0.9 в контроле). У крыс группы
ГЦ эти показатели были достоверно ниже контрольных значений (5.8 ± 0.5 и 1.5 ± 0.2
соответственно, n = 53, p < 0.05, рис. 4Б, В). В группе животных с терапией витами-
нами группы В наблюдалось повышение обоих значений, однако они не достигли
уровня контроля (рис. 4Б, В). В группе В число поднятий головы и вертикальных
стоек не отличалось от контроля (рис. 4Б, В).

Известно, что у крысят, родившихся от самок с дефицитом витаминов группы В
и повышенным содержанием гомоцистеина, наблюдается апоптоз нейронов и аст-
роцитов в гиппокампе, стриатуме и мозжечке, что может приводить к нарушению

Рис. 4. Влияние пренатальной гипергомоцистеинемии и терапии витаминами группы В на двигатель-
ную активность и уровень тревожности в тесте “Открытое поле”. Количество пересеченных квадратов
(А) и число поднятий головы (Б) на 8-й и 16-й дни жизни животного. Вертикальные стойки (В) и число
актов груминга (Г) на 16-й день жизни животного. Белый столбик – контрольная группа, штрихованный
столбик – группа ГЦ, серый столбик – группа В, серый штрихованный столбик – группа ГЦ + В. * p < 0.05
относительно контрольной группы, # p < 0.05 относительно группы ГЦ. Результаты представлены в ви-
де среднего значения и ошибки среднего.
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двигательной активности [3, 27]. Подобный эффект наблюдался и у потомства мы-
шей, находящихся на диете с дефицитом фолатов в период беременности [56].

Снижение вертикальной активности и высокий уровень груминга в условиях
гГЦ отражает более высокий уровень тревожности у животных (рис. 4В, Г), что может
быть обусловлено снижением содержания дофамина, серотонина и норадреналина
и повышением активности моноаминоксидаз в тканях головного мозга крыс с гГЦ
[57]. Подобный эффект также наблюдался у потомства мышей при использовании
диеты с дефицитом витаминов группы В [58], что может быть связано с угнетением
реакции метилирования вследствие истощения S-аденозилметионина [53] и кон-
центрации дофамина [59]. Введение витаминов группы В в наших условиях приво-
дило к снижению актов груминга у животных с пренатальной гГЦ до контрольных
значений (рис. 4Г). В исследованиях на человеке также показано снижение тре-
вожности у женщин при использовании витамина В6 [60].

Исследование мышечной силы и двигательной координации. В контрольной группе в
тесте “Удержание на горизонтальной сетке” с возрастом увеличивается время пребы-
вания крысенка на сетке: к 16-му дню жизни составляет 20.9 ± 5.1 с и к 21-му дню –
51.3 ± 3.9 с (рис. 5А). В группе B время пребывания крысят на горизонтальной сетке
соответствовало контрольным значениям (n = 34, p > 0.05).

У крыс группы ГЦ наблюдалось снижение времени удержания на сетке относи-
тельно контроля, которое на 16-й день жизни составило 10.4 ± 1.2 с, а на 21-й день –
32.9 ± 1.9 с (n = 53, p < 0.05, рис. 5А). Введение витаминов группы В самкам с гГЦ
полностью предотвращало патологические изменения у их потомства, и время
пребывания на сетке достоверно увеличивалось по отношению к показателям ГЦ
группы до 31.0 ± 3.8 с и 54.0 ± 13.1 с (n = 36, p < 0.05) на 16-й и 21-й день жизни со-
ответственно (рис. 5А).

Рис. 5. Анализ мышечной силы и координации движений крысят с пренатальной гипергомоцистеине-
мией и терапией витаминами группы В. А. Время виса в секундах в тесте “Удержание на горизонтальной
сетке” на 16-й и 21-й дни жизни животного. Б. Время пребывания на вращающемся цилиндре в тесте “Ро-
тарод” в секундах на 16-й и 21-й дни жизни. Белый столбик – контрольная группа, штрихованный стол-
бик – группа ГЦ, серый столбик – группа В, серый штрихованный столбик – группа ГЦ + В. *,#p < 0.05. * –
относительно контрольной группы, # – относительно группы ГЦ. Результаты представлены в виде
среднего значения и ошибки среднего.
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Координацию движений оценивали в тесте “Ротарод” по времени пребывания
на вращающемся цилиндре. У крыс группы ГЦ время пребывания на вращающемся
цилиндре составило 8.9 ± 1.4 с и 32.2 ± 7.6 с на 16-й и 21-й день жизни соответ-
ственно (n = 53, p < 0.05), что значительно меньше, чем у контрольной группы –
16.1 ± 1.9 c и 54.2 ± 8.0 с, n = 53 (рис. 5Б). В группе B время пребывания крысят на
вращающемся цилиндре соответствовало контрольным значениям (n = 34, p > 0.05,
рис. 5Б). В группе ГЦ + В время пребывания на вращающемся цилиндре составило
10.5 ± 2.6 с и 44.1 ± 3.6 с к 16-му и 21-му дню жизни соответственно эти значения не
достигли уровня контроля (n = 36, p < 0.05, рис. 5Б). Двигательные нарушения у
животных с гГЦ, связанные с накоплением гомоцистеина в тканях мозга и апопто-
зом нейронов, особенно в мозжечке, наблюдались и в предыдущих исследованиях
[3, 23, 27]. По данным литературы неонатальная терапия крыс с гГЦ фолиевой кис-
лотой улучшала двигательную активность в тесте “Ротарод” [27], однако скорость
плавания в тесте Морриса не восстанавливалась [54].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, нами было проведен анализ использования комплекса витаминов
группы В для предотвращении нарушений раннего развития потомства, вызванного
пренатальной гГЦ. В большинстве предыдущих исследований гГЦ у беременных
вызывали снижением содержания фолиевой кислоты или витаминов В6 и В12 [3,
58], тогда как в нашей модели диета крыс самок содержала только повышенный
уровень метионина. Данные о роли витаминов в нормализации метаболизма гомо-
цистеина неоднозначны [8, 12, 26, 27, 49]. При этом назначение высоких доз фола-
тов беременным остается основным методом лечения гГЦ и связанных с ним тром-
бозов [16], несмотря на имеющиеся данные о негативном влиянии сверхвысоких
концентраций фолиевой кислоты, особенно при монотерапии [8, 16]. Эпидемио-
логические исследования указывают на то, что положительные эффекты фолиевой
кислоты проявляются только при нормальных уровнях витамина В12, тогда как вы-
сокие дозы фолата при дефиците витамина В12 приводят к когнитивным наруше-
ниям [61]. Поэтому применение именно комплекса витаминов группы В может
способствовать эффективному снижению концентраций гомоцистеина и профи-
лактике нарушения развития потомства. Кроме того, витамины группы В обладают
собственными эффектами, нейтрализующими негативное влияние гомоцистеина.
Так, фолиевая кислота обладает антиоксидантными свойствами [14, 28, 52], а также
является важным фактором поддержания стабильности ДНК [55]. Витамин B6 иг-
рает центральную роль в метаболизме аминокислот, являясь лимитирующим ко-
фактором синтеза дофамина, серотонина, норадреналина, ГАМК [14, 51]. Дефицит
витамина В12 приводит к окислительному стрессу и развитию нейропсихиатриче-
ских симптомов [14, 46, 50]. Однако надо отметить, что в нашем исследовании не-
смотря на эффективный антиоксидантный эффект, не все нарушения развития у
потомства с пренатальной гГЦ предотвращались использованием витаминов группы
В, а также уровень гомоцистеина не снижался до нормальных значений, что было
отмечено и другими исследователями [26, 48, 49, 54]. По-видимому, важную роль
при использовании витаминов играет их биодоступность и правильный подбор
концентраций. Поэтому в последнее время активно ведется поиск соединений, в
том числе обладающих антиоксидантными свойствами, которые бы предотвраща-
ли негативные последствия хронического влияния гомоцистеина, такие как окис-
лительный стресс, эндотелиальные дисфункции, гиперактивация НМДА-рецепто-
ров и гипометилирование ДНК [2, 5, 20, 23, 57].
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High plasma homocysteine levels – hyperhomocysteinemia (hHCy), are considered as
an independent risk factor for early abortion of pregnancy, placental abruption, pre-
eclampsia, and other complications. One of the factors of hHCy development is a defi-
ciency of vitamins B. At the same time, both deficiency and excess of B vitamins can in-
duce neurotoxic effects and oxidative stress. The aim of our work was to analyze the
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treatment of rats with hHCy with vitamins B during pregnancy on the early development
and glutathione level in plasma of the offspring. In the offspring of rats with hHCy we
observed high mortality, reduced body weight, increased concentrations of homocyste-
ine and low glutathione level in plasma, and a delay in the development of sensory-mo-
tor reflexes and different types of behavior analyzed in the Open Field and Rotarod tests.
Administration of vitamins B (B6,B9,B12) to pregnant rats with hHCy led to lower mor-
tality and higher body weight of the offspring, increased level of glutathione, and partial
prevention of sensory-motor deficit of the offspring. At the same time, we observed de-
creased plasma homocysteine levels, which, however, did not reach the control values.
Positive effects of vitamins B on the level of anxiety and muscle strength of animals with
prenatal hHCy were observed. However, the horizontal motor activity, rearing, motor bal-
ance were not restored. Thus, despite positive effects of vitamins B therapy on the physical
development and the formation of sensory-motor reflexes, the impairments of motor co-
ordination in complex behavior acts were not prevented, which may be explained by the
fact that plasma homocysteine levels were not restored to the control values and/or the in-
ability of the B vitamins completely neutralize the consequences of chronic hHCy.

Keywords: hyperhomocysteinemia, folic acid, pyridoxine, cyanocobalamin, sensory-mo-
tor development, coordination of movements, glutathione
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