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Актуальность. Несмотря на быстрое развитие большого количества новых стратегий лечения в последние годы, 
разработка эффективной доставки лекарственных препаратов в центральную нервную систему до сих пор остается 
важной проблемой фармакологии. В последнее время сильно возрос интерес к интраназальному методу введения, так 
как такой способ введения позволяет обходить гематоэнцефалический барьер. На сегодняшний день нет ни одного 
фундаментального исследования, сравнивающего интраназальный, центральный и периферический методы введения 
с целью определения целесообразности применения интраназального пути для доставки веществ в мозг. 

Цель — изучить влияние 6-гидроксидофамина (6-ГДА), нейротоксина, плохо проникающего через гематоэнцефа-
лический барьер, при различных путях его введения на поведение мышей.

Материалы и методы. Опыты выполнены на 40 беспородных мышах-самках массой 20–25 г. Мыши были 
поделены на группы по 10 особей, которым вводили 6-ГДА внутрижелудочково, интраназально, внутрибрюшин-
но и интактные. Через 21 день смотрели поведенческие реакции в тестах «Ротарод» (вращающийся стержень),
«вертикализация», «открытое поле» и «Pole Test».

Результаты. 1. При исследовании поведения у животных в тесте «открытое поле» было установлено досто-
верное различие между животными после интравентрикулярного введения 6-ГДА и группой интактного контроля.
2. Исследование координационной активности в тесте «Ротарод» показало сходное снижение времени удерживания 
на вращающемся барабане у животных после интаназального и внутрижелудочкового введения. 3. При оценке степе-
ни экстрапирамидных нарушений в «Pole Test» было установлено достоверное увеличение времени поворота на шесте 
и времени спуска после интравентрикулярного введения 6-ГДА. При интраназальном введении 6-ГДА установлено 
увеличение только времени спуска. 4. В тесте вертикализации выявлено достоверное повышение двигательной актив-
ности мышей после интраназального и внутрижелудочкового введения апоморфина.

Заключение. Сделан вывод о проникновении нейротоксина, непроходящего через гематоэнцефалический барьер, 
в центральную нервную систему при интраназальном введении.
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Application of the intranasal road of administration 
for delivery of drugs to the central nervous system
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BACKGROUND: The development of eff ective drug delivery to the central nervous system still remains an important 
problem in pharmacology despite the rapid development of a large number of new treatment strategies in recent years.
Recently interest of the intranasal method as delivery route has greatly increased because this method of administration al-
lows to bypass the blood-brain barrier. There is not a single fundamental study comparing intranasal, central and peripheral 
methods of administration in order to determine the feasibility of using the intranasal route for delivering substances to the 
brain by far.

AIM: Aim is to study the eff ect of 6-hydroxydopamine (6-OHDA), a neurotoxin that does not penetrate through the blood-
brain barrier by various administrations on the behavior of mice.

MATERIALS AND METHODS: The experiments were performed on 40 outbred female mice weighing 20–25 g. The mice 
were divided into groups of 10 which were injected with intraventricular, intranasal, intraperitoneal, and intact 6-OHDA.
A� er 21 days, behavioral responses were observed in the Rotarod test, Verticalization, Open Field, and Pole test.

RESULTS: 1. A signifi cant diff erence was found between animals a� er intraventricular administration of 6-OHDA and the 
intact control group when studying the behavior of animals in the “open fi eld” test. 2. The study of coordination activity in the 
Rotarod test (rotating rod) showed a similar decrease in the retention time on a rotating drum in animals a� er intranasal 
and intraventricular administration of 6-OHDA. 3. Only the descent time increased a� er intranasal administration of 6-OHDA.
4. A signifi cant increase in the motor activity of mice was revealed a� er intranasal and intraventricular administration of apo-
morphine in the verticalization test.

CONCLUSIONS: It was concluded that a neurotoxin that does not pass through the blood-brain barrier into the central 
nervous system penetrates through a� er intranasal administration.

Keywords: 6-hydroxydopamine; 6-OHDA; Parkinson’s disease; dopamine; behavioral responses.
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Рис. 1. Внутриклеточный и внеклеточный механизм доставки веществ при интраназальном введении. Схема составлена
по материалам из статей

АКТУАЛЬНОСТЬ

Несмотря на быстрое развитие большого количества 
новых стратегий лечения в последние годы, разработка 
эффективной доставки лекарственных препаратов в цен-
тральную нервную систему до сих пор остается серьезной 
проблемой фармакологии [1]. В последнее время сильно 
возрос интерес к интраназальному методу введения, так 
как такой способ позволяет обходить гематоэнцефали-
ческий барьер (ГЭБ) [2]. ГЭБ осложняет лечение невро-
логических заболеваний [4]. Чтобы оценить возможности 
применения интраназального введения для доставки 
веществ в мозг необходимо обратиться к его механиз-
му. На схеме представлены общие ключевые аспекты 
механизма интраназального транспорта веществ, ис-
ходя из многочисленных исследований. Лекарственные 
вещества доставляются по двум путям — внеклеточно-
му и внутриклеточному, внеклеточный осуществляется 
через связь с субарахнодиальным пространством, а вну-
триклеточный через аксональный транспорт (рис. 1) [5, 6].

Таким образом, интраназальный метод введения яв-
ляется многообещающим подходом для транспортировки 
лекарственных средств, плохо проникающих через ГЭБ 
для лечения неврологических заболеваний [2]. Например, 
он широко и успешно применяется для моделирования 
6-ГДА-паркинсонизма у мышей и крыс, используемая 

дозировка 6-ГДА при интраназальном введении варьирует 
от 3 до 5 мкг/мкл [3]. На сегодняшний день нет ни одного 
фундаментального исследования, сравнивающего интрана-
зальный, центральный и периферический методы введения 
с целью определения целесообразности применения ин-
траназального пути для доставки веществ в мозг. Интра-
назальный путь имеет много преимуществ, по сравнению 
с другими методами. Вещества после интраназального 
метода начинают действовать уже в первые минуты после 
введения [7]. При интраназальном введении не требуются 
специальные установки или особые навыки, что делает его 
более простым и доступным для применения пациентами.
По сравнению с центральным (внутрижелудочковым вве-
дением) наблюдается уменьшение побочных эффектов. 
При внутрибрюшинном введении вещества, не прони-
кающе через ГЭБ, не попадают в центральную нервную 
систему. Таким образом, дозировка при интраназальном 
введении будет гораздо меньше, чем при внутрибрюшин-
ном, но больше или такой же, как при центральном введе-
нии для достижения нужного терапевтического эффекта.
Наибольшая сила эффекта будет наблюдаться при цен-
тральном введении непосредственно в мозг. При интрана-
зальном — эффект слабее, чем при центральном введении, 
так как вещество распределяется медленнее по внутрикле-
точному и внеклеточному механизму, что и способствует 
уменьшению количества нежелательных эффектов.
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Цель — изучить влияние 6-гидроксидофамина
(6-ГДА), нейротоксина, плохо проникающего через ГЭБ, 
при различных путях его введения на поведение мышей. 
Конкретно исследовали влияние 6-ГДА при внутрижелу-
дочковом, интраназальном и внутрибрюшинном введени-
ях на поведение мышей в тестах «Ротарод», «Pole Test», 
«открытое поле», «вертикализация».

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Регулирующие стандарты. Исследования про-

водили согласно Правилам лабораторной практи-
ки в Российской Федерации (Федеральный закон 
от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных
средств», Приказ Министерства здравоохранения Рос-
сийской Федерации № 267 от 19.06.2003). Эксперименты 
на животных проводились в соответствии с правилами, 
принятыми Европейской Конвенцией по защите позво-
ночных животных, используемых для эксперименталь-
ных и иных научных целей [European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental 
and other Scientific Purposes (ETS123). Strasbourg, 1986].
Исследования выполняли согласно утвержденному 
письменному протоколу, в соответствии со Стандартны-
ми операционными процедурами исследователя (СОП), 
санитарными правилами по устройству, оборудованию 
и содержанию экспериментально-биологических клиник 
(вивариев), а также с Руководством по лабораторным 
животным и альтернативным моделям в биомедицин-
ских исследованиях [6]. Протокол эксперимента был раз-
работан при участии и одобрении биоэтической комиссии
ФГБУН «ИЭМ» (№ 129 от 04.12.2021).

Выбор животных. В работе были использованы 
140 беспородных мышей-самок, полученных из питомни-
ка лабораторных животных «Рапполово» (Ленинградская 
область). В каждом опыте все животные были разделены 
на несколько экспериментальных групп в зависимости 
от условий конкретного опыта. В каждой группе было 
по 10 животных. Животных содержали в условиях вива-
рия в стандартных пластмассовых клетках при свобод-
ном доступе к воде и пище в условиях инвертированного 
света 8:00–20:00 при температуре 22 ± 2 °C. Все опыты 
проведены в осенне-зимний период.

Процедура моделирования болезни Паркинсона. 
Мыши были разделены на 4 равные группы по 10 осо-
бей: группа 1 — контроль (животным вводили физиоло-
гический раствор вместо токсина); группа 2 — интрана-
зальные (мышам вводили 100 мкг 6-ГДА интраназально 
с помощью пипетки); группа 3 — интравентрикулярные 
(мышам вводили 100 мкг 6-ГДА центрально в боковые 
желудочки мозга под анестезией кетамином/ксилазином 
в дозе 100 мг/кг : 30 мг/кг, внутрибрюшинно, животных 
помещали на специальную установку «Пихачек» и под-
держивали на протяжении всей операции (использова-
ли 1–2 % изофлуран); группа 4 — интраперитонеальные 

[мышам вводили 100 мкг (или 4 мкг/мкл) 6-ГДА внутри-
брюшинно]. Через 21 день после введения нейротоксина 
оценивали поведение животных в тесте «открытое поле», 
координационную активность на вращающемся барабане 
в тесте «Ротарод», экстрапирамидные нарушения при по-
мощи «Pole Test» и вертикализацию после введения апо-
морфина.

Метод исследования моторной функции в тесте 
«Ротарод». Тест «Ротарод» предназначен для оценки 
моторной функции животного, проводится в установке 
«Ротарод» (Panlab, Harvard Apparatus, США). За неделю 
и за 30 мин до теста каждое животное обучалось удер-
жанию на вращающемся стержне — с 4 до 40 об/мин 
в течение 1 мин. После обучения проводился тест, где 
измерялась длительность удержания при возрастающей 
скорости (от 4 до 40 об/мин). Вариант теста с возраста-
ющей скоростью вращения преимущественно отражает 
нарушение координации движений [8, 9].

Аппарат «Ротарод» состоит из стержня с диаметром 
2 см и 5 отсеков по 5 см в ширину. Мышь помещают 
на вращающийся стержень, который начинает вращать-
ся с начальной скоростью 4 об/мин. Скорость вращения 
стержня постепенно увеличивается с шагом в 1 об/с, пока 
не достигнет скорости в 40 об/мин. Фиксировали латент-
ный период до падения. Максимальное фиксируемое 
время — 120 с. Латентный период выпадения является 
мерой работы мышц и моторных навыков мышей. Более 
высокая работоспособность отражается более длитель-
ным латентным периодом выпадения. Каждую мышь те-
стировали не менее трех раз.

Метод исследования моторной активности в тесте 
«Pole Test». «Pole Test» — один из хорошо воспроизво-
димых методов для оценки экстрапирамидных наруше-
ний у мышей с паркинсонизмом. За неделю перед тести-
рованием проводили обучение мышей, помещая мышь 
на вертикальный шест носом вверх и ждали, пока она 
спуститься вниз. При тестировании в клетку с мышью ста-
вили вертикальный шест высотой 50 см и диаметром 1 см, 
обернутый марлей. Близко от вершины шеста на него по-
мещали мышь так, чтобы ее голова была ориентирована 
вертикально вверх. Оказавшись на шесте, мышь пере-
ориентирует положение своего тела головой вертикально 
вниз и начинает спуск с шеста на дно клетки. С помощью 
секундомера фиксировали время спуска на дно клетки. 
С каждой мышью проводили 3 теста.

Метод исследования нейролептической активности 
в тесте вертикализции после введения апоморфина.
Апоморфина гидрохлорид в дозе 1 мг/кг вызывает 
стерео типию у беспородных мышей, проявляющуюся 
в вертикализации. Мышей помещали в цилиндрическую 
проволочную клетку диаметром 13 см и высотой 16 см. 
После введения апоморфина оценивали время латентного 
периода и интенсивность вертикализации, фиксируя вре-
мя нахождения мыши на вертикальной стенке. Регистра-
цию проводят на протяжении часа.
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Метод исследования двигательной и исследова-
тельской активности в тесте «открытое поле». Исследо-
вания проводятся на мышах или крысах. Для определения 
ориентировочной реакции мышь помещали в открытое 
поле, которое разделено на секторы.

Подсчитывали число вставаний на задние лапы (вер-
тикальная составляющая ориентировочной реакции), чис-
ло пересеченных квадратов (горизонтальная компонента), 
количество обнюхиваний (исследовательская компонента),
груминг, фризинг и болюсные выделения, а также число 
заглядываний в отверстия в полу (норковое поведение, 
отражающее исследовательскую активность) за 5 мин на-
блюдения.

Статистические методы анализа. Оценку статисти-
ческой достоверности различий проводили при помощи 
пакета программ GraphPad Prism 8.4.3 с использованием 
однофакторного дисперсионного анализа. Для сравнения 
контрольной и экспериментальных групп использовали од-
нофакторный дисперсионный анализ ANOVA. Полученные 
результаты по анализу биологического материала опре-
деляли по t-критерию Стьюдента. Из непараметрических 
критериев использовали критерий Д’Агостино – Пирсона
для сравнения групп. Различия считали статистически 
значимыми при р < 0,05. Для представления полученных 
данных использовали такие показатели описательной 

статистики, как среднеарифметическое значение и ошиб-
ка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
При исследовании поведения у животных в тесте «от-

крытое поле» было установлено достоверное различие меж-
ду животными после интравентрикулярного введения 6-ГДА 
и группой интактного контроля (рис. 2). Отмечали снижение 
горизонтальной и вертикальной двигательной активности 
у мышей после интравентрикулярного введения. У мышей 
после интраназального введения 6-ГДА достоверно умень-
шался только показатель «обнюхивание», что свидетель-
ствует о снижении исследовательской активности животных.

Исследование координационной активности в тесте 
«Ротарод» (вращающийся стержень) показало сходное 
снижение времени удерживания на вращающемся бара-
бане у животных после интаназального и внутрижелудоч-
кового введения 6-ГДА (рис. 3).

При оценке степени экстрапирамидных нарушений
в «Pole Test» было установлено достоверное увеличение 
времени поворота на шесте и время спуска после интра-
вентрикулярного введения 6-ГДА. При интраназальном 
введении 6-ГДА установлено увеличение только времени 
спуска (рис. 4).
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Рис. 2. Уровень горизонтальной двигательной активности 
у контрольных мышей и мышей после интраназального, вну-
трибрюшинного и внутрижелудочкового введения 6-гидрок-
сидофамина. **p ≤ 0,01 различия по сравнению с контрольной 
группой

Рис. 3. Время удержания мышей контрольной группы и групп 
интраназального, внутрижелудочкового, внутрибрюшинного 
введения 6-гидроксидофамина. *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01 различия 
по сравнению с контрольной группой; #p ≤ 0,05; ##p ≤ 0,01 раз-
личия по сравнению с группой внутрибрюшинного введения

Рис. 4. Время поворота на шесте (а) и спуска мышей (b) контрольной группы и групп интраназального, внутрижелудочкового, 
внутрибрюшинного введения 6-гидроксидофамина. **p ≤ 0,01 различия по сравнению с контрольной группой; ##p ≤ 0,01 разли-
чия по сравнению с группой внутрибрюшинного введения; ^p ≤ 0,05 различия по сравнению с группой интраназального введения
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В тесте вертикализации у мышей, получавших 6-ГДА, 
апоморфин в дозе 1 мг/кг (агонист дофаминовых рецеп-
торов) оказывал стимулирующее влияние на дофаминер-
гическую передачу в нигростриатной системе головного 
мозга, заключавшееся в повышении общей двигательной 
активности и повышении времени нахождения на верти-
кальной решетке. Статистически не выявлено различий 
после введения 6-ГДА интраназально и в желудочки моз-
га в тесте вертикализации (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе исследования у мышей после интраназально-

го введения наблюдаются проявления синдрома болезни 
Паркинсона. Полученная модель болезни Паркинсона по-
сле интраназального введения 6-ГДА показала умень-
шение двигательной и исследовательской активности, 
что соответствует общей симптоматике болезни Пар-
кинсона по литературным данным [11]. Моделирование 
оценивали за счет изменения поведения животных в те-
сте «открытое поле», изменения координационной ак-
тивности на вращающемся барабане в тесте «Ротарод»,
наличия или отсутствия экстрапирамидных нарушений 
при помощи «Pole Test» и вертикализацию после вве-
дения апоморфина. В тесте «Ротарод» были получены 
данные, демонстрирующие достоверное различие в по-
ведении интактных мышей и мышей интраназального 
введения. У мышей после интраназального и внутриже-
лудочкового введения уменьшалось время удерживания 
на установке, по сравнению с группами внутрибрюшин-
ного введения и интактной. Полученные в нашем ис-
следовании данные о поведении интактных животных 
при поступательном наращивании скорости вращения 
стержня ротарода соответствуют ранее опубликован-
ным данным, где большинство животных находились 
на стержне на протяжении всего времени тестирова-
ния [12].

У мышей после интраназального и внутрижелудоч-
кового введения повышалась общая двигательная ак-
тивность и время нахождения на вертикальной решетке 
после введения апоморфина, так как он оказывал сти-
мулирующее влияние на дофаминергическую передачу 
в нигростриатной системе головного мозга. Это связано 
с активацией компенсаторных постсинаптических меха-
низмов (гиперчувствительность рецепторов к дофамину)
интактной контралатеральной стороне. Полученные дан-
ные для интактной группы мышей и группы мышей вну-
трижелудочкового введения соответствуют ранее опубли-
кованным данным [13].

При исследовании поведения у животных в тесте «от-
крытое поле» было установлено достоверное различие 
между животными после внутрижелудочкового введения 
6-ГДА и группой интактного контроля. Отмечали снижение 
горизонтальной и вертикальной двигательной активности 
у мышей после интравентрикулярного введения. Это оз-
начает, что при внутрижелудочковом введении 6-ГДА 
успешно получилось добиться модели паркинсонизма. 
У мышей после интраназального введения 6-ГДА досто-
верно уменьшался только показатель «обнюхивание», 
что свидетельствует о снижении только исследователь-
ской активности животных. Данное изменение поведения 
у мышей после интраназального введения может быть 
связано с компенсаторными механизмами, например, 
нейропластичностью. Исследователи из США A.M. Willard 
и соавт. [10] так же получили неоднозначные результаты 
при проведении теста «открытое поле». Они наблюдали 
достаточно высокую активность мышей после интравен-
трикулярного введения 6-ГДА, объясняя разной степенью 
компенсаторной пластичности в отдельных проводящих 
путях базальных ганглиев, которые по-разному контро-
лируют эти аспекты движения [10].

ВЫВОДЫ
1. Получены достоверные различия в поведении 

мышей групп внутрижелудочкового и интраназально-
го введения в тестах «Ротарод» и вертикализации апо-
морфином. При последнем способе введения наиболее 
чувствительным для оценки поведенческих расстройств 
оказались методы «Ротарод» и вертикализации, и менее 
чувствительными — «открытое поле» и «Pole Test».

2. Данные поведенческих реакций у группы мышей 
интраназального введения показали успешность его при-
менения для моделирования болезни Паркинсона.

3. Вещества, не проникающие через ГЭБ (6-ГДА), вли-
яют на центральную нервную систему при интраназальном 
введении.

4. Полученные данные указывают на принципиальную 
возможность применения интраназального пути введения 
фармакологических агентов с целью доставки химических 
соединений, не проходящих через ГЭБ. Традиционно ис-
пользуемое введение 6-ГДА в желудочки мозга с целью 
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Рис. 5. Время вертикализации после введения апоморфина 
у мышей контрольной группы и групп интраназального, вну-
трижелудочкового, внутрибрюшинного введения 6-гидрокси-
дофамина. ***p ≤ 0,001 различия по сравнению с контрольной 
группой; ###p ≤ 0,001 различия по сравнению с группой внутри-
брюшинного введения
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моделирования паркинсонических расстройств имеет ряд 
ограничений (вживление канюль в желудочки либо вну-
трижелудочковое введение в аппарате Пихачека в остром 
нейрохирургическом опыте) в сравнении с введением 
6-ГДА интаназально. Интраназальный метод введения 
позволит применять малые дозы веществ и снижать их 
возможные токсические эффекты [14].
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