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Цель. Исследование действия анксиолитика бензо-
диазепинового ряда диазепама при сравнении с ра-
нее изученным действием феназепама у Danio rerio. 
Методы.  Использовали тест стресса новизны: рыбу 
помещали сначала в мерный стакан с растворенным 
фармакологическим веществом (или водой), затем  — 
в просмотровый аквариум на 6 мин, где автоматически 
регистрировали траекторию движения, длину пути, 
число перемещений в верхнюю часть аквариума, время 
пребывания в нижней части аквариума, число и время 
паттерна «фризинг». Результаты. Показано, что в ответ 
на новизну помещения в просмотровый аквариум рыбы 
реагируют погружением на дно, увеличением фризинга 
и снижением числа перемещений в верхнюю половину 
аквариума. На фоне введения диазепама рыбы нахо-
дились уже не только в нижней, но и в верхней части 
просмотрового аквариума. Фармакологический анализ 
анксиолитического действия диазепама у Danio rerio 
показал, что анксиолитик в опреленном диапазоне доз 

1–10 мг/л снижает (по сравнению с контрольной груп-
пой рыб) число и время фризинга, увеличивает число 
перемещений в верхнюю половину аквариума и время 
плавания в последней. Диазепам вызывает расторма-
живание двигательный активности в дозах 1 и 5 мг/л, 
что может объясняться действием малых доз транкви-
лизаторов на пресинаптические ГАМК-А ауторецепто-
ры. В дозе 20 мг/л диазепам оказывает депримирующий 
эффект. Заключение. Диазепам действует у Danio rerio 
в более высоком диапазоне доз (1–10 мг/л), чем феназе-
пам (0,1–1 мг/л). В то же время для диазепама характе-
рен куполообразный дозозависимый эффект в отличие 
от действия феназепама. Перспектива использования 
Danio rerio в качестве животной модели в поведенче-
ской фармакологии не уступает (а даже по ряду пози-
ций превосходит) исследованиям на грызунах.
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новизны; транквилизаторы; диазепам; феназепам.

ASSESSMENT OF DOSE-DEPENDENT EFFECTS OF ANXIOLYTICS OF BENZODIAZEPINE 
STRUCTURE WITH DIAZEPAM AS AN EXAMPLE IN DANIO RERIO

 © A.S. Devyashin, A.A. Blazhenko, V.A. Lebedev, A.A. Lebedev, E.R. Bychkov, P.D. Shabanov
Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, Russia

For citation: Devyashin AS, Blazhenko AA, Lebedev VA, et al. Assessment of dose-dependent effects of anxiolytics of benzodiazepine 
structure with diazepam as an example in Danio rerio. Reviews on Clinical Pharmacology and Drug Therapy. 2020;18(1):43-49. https://
doi.org/10.17816/RCF18143-49

Received: 14.01.2020 Revised: 18.02.2020 Accepted: 19.03.2020

Abstract. The effect of benzodiazepine anxiolytic dia zepam 
in Danio rerio was investigated. Methods. A stress test on 
novelty situation was used: a fish was placed first in a bea-
ker with a dissolved pharmacological substance (or water) 
and then into a novel tank for 6 min, where the trajec-
tory, the path length, the number of movements to the 
upper part of the novel tank, the number and time of the 
pattern of “freezing” of the experiment were measured.
Results. In response to the novelty of tank, the fish was 
shown to react by submerging to the bottom, increasing 
the freezing, and reducing the number of movements to 

the upper half of the novel tank. After diazepam exposure 
(administration), the fish was not only in the lower, but 
also in the upper part of the novel tank. A pharmacologi-
cal analysis of diazepam effect in Danio rerio showed that 
in a certain dose range of 1–10 mg/l anxiolytic reduces 
(in comparison with the control group of fish) the number 
and time of freezing, increases the number of movements in 
the upper half of the tank and the swimming time in upper 
part of the tank. Diazepam causes a disinhibition of motor 
activity at doses of 1 and 5 mg/l, which may be explained 
by the effect of small doses of tranquilizers on presynaptic 
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GABA-A autoreceptors. Diazepam 20 mg/l has a depriving 
effect. Conclusion. Diazepam acts in a higher dose range 
(1–10 mg/l) than phenazepam (0.1–1 mg/l) in Danio rerio. At 
the same time, diazepam is characterized by a domed dose-
dependent effect, in contrast to the action of phenazepam. 

The prospect of using Danio rerio as an animal model in 
behavioral pharmacology is not inferior to studies in rodents.

  Keywords:  � Danio rerio; behavior; novelty stress; tran-
quilizers; diazepam; fenazepam.

ВВЕДЕНИЕ

В последние годы действие психотропных 
средств, в частности анксиолитиков и анксиогенов, 
исследовано у Danio rerio [28, 30], что коррелирова-
ло с уровнем кортизола в крови [14]. Поведенческие 
эффекты у Danio rerio ранее показаны также после 
применения этанола [15, 16], никотина [19], мор-
фина [9], фенамина [25], бензодиазепинов [5] и ко-
каина [21]. Действие стресса на поведение у Danio 
rerio можно исследовать в ряде тестов, таких как 
свет – темнота [23, 25], Т-образный лабиринт [26], 
«открытое поле» [20], стресс новизны [4].

Тест стресса новизны используется для изучения 
тревожно-фобических реакций у Danio rerio [2, 4]. 
При этом животные демонстрируют стабильные по-
веденческие ответы под действием стресса новизны 
[4–6, 19]. Данный поведенческий тест основывается 
на инстинкте поиска защиты от незнакомой обстанов-
ки погружением на дно, фризингом (обездвиживани-
ем или «примерзанием») и снижением двигательного 
(и исследовательского) поведения. После адаптации 
(акклиматизации) к новой обстановке двигательная 
активность увеличивается, уменьшается фризинг 
и увеличивается число переходов в верхнюю поло-
вину аквариума [22–24, 30]. Подобное поведение 
традиционно анализируется в тесте «открытое поле» 
в исследованиях тревожности у грызунов [1, 3, 10, 
12, 29]. В тесте новизны Danio rerio помещается сна-
чала в мерный стакан с растворенным фармаколо-
гическим веществом (или водой), а затем в неболь-
шой просмотровый аквариум, где регистрируются 
двигательная активность, фризинг, число переходов 
в верхнюю половину аквариума и время нахождения 
в последней [11]. В последние годы для регистра-
ции поведения Danio rerio применяют компьютерный 
анализ видеотрека, что в свою очередь позволяет 
более детально, с высокой точностью изучить эф-
фекты фармакологических веществ [6–8, 14, 15]. Ра-
нее нами было показано анксиолитическое действие 
транквилизатора феназепама у Danio rerio [2, 4].

Целью настоящей работы было проведение фар-
макологического анализа действия анксиолитика 
бензодиазепинового ряда диазепама и сравнить 
с описанным нами ранее действием феназепама 
у Danio rerio.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использованы 198 молодых половозре-
лых рыб Danio rerio (zebrafish) в возрасте 6–8 мес. 

(жизненный цикл до 5 лет) фирмы «Аква Питер» и вы-
ращенные в ФГБНУ «ИЭМ» — Danio rerio, дикий тип 
(wildtype). Для тестирования использовали интакт-
ных животных после двухнедельного периода адап-
тации к помещению и аквариумам водоизмещением 
40 л по 20–30 рыбок в каждом. Температуру воды 
25–27 °C поддерживали постоянно. Животных со-
держали в стандартных условиях светового режима 
(8.00–20.00) при температуре помещения 22 ± 2 °C, 
кормили дважды в день стандартным кормом tetra-
min tropical flakes.

Для экспериментов оценки теста стресса но-
визны применяли стандартный просмотровый ак-
вариум, который используется для изучения тре-
вожно-фобических реакций у Danio rerio [2, 4, 6]. 
Он имел водоизмещение 1,5 л, трапециевидную 
форму, высоту 15 см и ширину 7 см. Длина аква-
риума в основании составляла 22 см, а в верхней 
части — 28 см. Такая конструкция позволяет мини-
мизировать латеральные движения рыбки и свобод-
но наблюдать за вертикальными и горизонтальными 
движениями. Поскольку данный поведенческий тест 
основывается главным образом на инстинкте поис-
ка защиты от незнакомой обстановки погружением 
на дно [14, 18], аквариум был разделен чертой на 
две равные части — верхнюю и нижнюю. Рыбку по-
мещали сначала в мерный стакан водоизмещением 
200 мл с растворенным фармакологическим веще-
ством (или водой) на 5 мин, затем в предстартовый 
аквариум с водой (10 × 10 × 10 см) на 5 мин и далее 
в просмотровый аквариум на 6 мин, где регистриро-
вали двигательную активность за опыт (длина трека 
рыбки), число переходов в верхнюю и нижнюю по-
ловины аквариума и время нахождения в них. Авто-
матически регистрировали число и время паттернов 
«фризинг» (обездвиживание или «примерзание») за 
опыт, которые обычно наблюдаются при стрессе но-
визны и отражают уровень тревожности животного. 
Поведение регистрировали автоматически с помо-
щью системы NoldusEthoVision XT7, которая позво-
ляет просмотреть видеотреки рыбки. Система дает 
возможность как снимать показания в цифровом 
выражении, так и визуально контролировать видео-
трек. Весь период наблюдения непрерывно реги-
стрировался, при помощи программы шла запись 
траектории движения.

Для фармакологического анализа использова-
ли субстанцию диазепама ФГУП «Московский эн-
докринный завод» (Россия). Диазепам растворяли 
в воде для аквариумов и применяли в шести дозах: 
1) 0,1 мг/л воды; 2) 0,5 мг/л; 3) 1 мг/л; 4) 5 мг/л; 
5) 10 мг/л; 6) 20 мг/л воды.
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Для статистической обработки полученных дан-
ных применяли пакеты Stаtistica, v. 6 и Origin, v. 7.5. 
Нормальность распределений оценивали при помо-
щи критерия Колмогорова – Смирнова, значимость 
различий между группами — при помощи t-критерия 
Стьюдента, либо U-критерия Манна – Уитни. Данные 
представлены в виде среднего арифметическо-
го ± среднеквадратичное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В процессе проведения экспериментов были 
установлены типичные поведенческие реакции на 
новизну (то есть на помещение животного в просмо-
тровый аквариум). Как правило, рыба находилась 
в это время в нижней части просмотрового аквариу-
ма и совершала небольшие перемещения вдоль него 
(см. рисунок, 1). Средняя длина пути рыбы, который 
автоматически регистрировался по продолжитель-
ности трека, составляла 1013,7 ± 118,3 см (см. та-
блицу). При этом часто наблюдали фризинг (пример-
зание, время полной неподвижности). Число и время 
паттерна «фризинг» автоматически регистрирова-
лись и составляли за опыт 58,4 ± 7,8 и 29,2 ± 4,5 с 
соответственно. Среднее время пребывания рыбы 
в нижней части аквариума — 359,1 ± 6,4 с. Число 
перемещений рыбы в верхнюю часть просмотрового 
аквариума за опыт — 2,1 ± 1,1.

На фоне введения диазепама были выявлены 
типичные для анксиолитика поведенческие реак-
ции на новизну (то есть на помещение животно-
го в просмотровый аквариум). Как правило, рыбы 
не только находились в это время в нижней части 
просмотрового аквариума, но и часто заплывали 

в верхнюю его часть (см. рисунок, 2–7). На фоне 
диазепама средняя длина пути рыбы повышалась 
достоверно (p ≤ 0,05) при использовании диазе-
пема в дозах 1 и 5 мг/л по сравнению с контроль-
ной группой животных и составляла соответствен-
но 1305,3 ± 187,4 и 1365 ± 173 см. При этом так 
же, как и в контроле, наблюдали фризинг. Число 
и время паттерна «фризинг» достоверно снижа-
лись по сравнению с контрольной группой живот-
ных (р < 0,05) и зависили от дозы. Наименьшие 
значения числа и времени фризинга наблюдали 
после введения диазепама в дозе 5 мг/л, эти по-
казатели составляли 23,6 ± 7,4 и 11,8 ± 3,8 с со-
ответственно. Среднее время пребывания рыбы 
в нижней части аквариума также достоверно сни-
жалось по сравнению с контрольной группой жи-
вотных (р < 0,05) и составляло при введении 1, 
5 и 10 мг/л диаземама 283,5 ± 13,6, 241,8 ± 18,9 
и 302,6 ± 11,7 с соответственно (см. таблицу). 
Число перемещений рыбы в верхнюю часть про-
смотрового аквариума за опыт достоверно уве-
личивалось по сравнению с контрольной группой 
животных (р < 0,05) и составляло при введении 
1 и 5 мг/л препарата 12,5 ± 2,4 и 21,8 ± 5,4 с со-
ответственно, проявляя куполообразный дозоза-
висимый эффект. При использовании диазепама 
в дозе 20 мг/л длина траектории движения и число 
перемещений в верхнюю часть аквариума снижа-
лись, а время в нижней части аквариума досто-
верно увеличивалось относительно группы рыб 
с введением диазепама в дозе 10 мг/л (р < 0,05). 
Плотность движений рыб при этом была строго 
приурочена ко дну просмотрового аквариума (см. 
рисунок, 7) по сравнению с контрольными живот-
ными.

1

4

2

5

7

3

6

Примеры нативных треков движения Danio rerio при использовании разных доз (концентраций) диазепама. 
1 — контроль (вода); 2 — диазепам в дозе 0,1 мг/л; 3 — 0,5 мг/л; 4 — 1 мг/л; 5 — 5 мг/л; 6 — 10 мг/л; 7 — 20 мг/л
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ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ 
РЕЗУЛЬТАТОВ

Настоящие исследования показали, что реакция 
на новизну помещения в просмотровый аквариум 
у Danio rerio (zebrafish) имеет типичную картину пат-
тернов поведения. В ответ на незнакомую обста-
новку просмотрового аквариума рыба реагировала 
погружением на дно, фризингом (обездвиживани-
ем или «примерзанием») и снижением двигатель-
ного поведения. Как правило, рыба бо ́льшую часть 
времени находилась в нижней части просмотрового 
аквариума и совершала небольшие перемещения 
вдоль него (см. рисунок). При этом часто наблюда-
ли фризинг, число и время которого за опыт были 
достаточно велики, как и время пребывания рыбы 
в нижней части аквариума. Динамика времени пре-
бывания рыбы в нижнем отсеке практически не из-
менялась, так же как динамика времени пребывания 
рыбы в верхнем отсеке и динамика числа перемеще-
ний рыбы в верхний отсек.

Полученные результаты во многом согласуются 
с данными литературы. В частности, отмечается, что 
тестирование стресса новизны применяется в ряде 
лабораторий для исследования уровня тревожности 
у Danio rerio [5, 6, 19]. При этом рыбы, как правило, 
плавают в нижней части аквариума и часто зами-
рают (демонстрируя фризинг). Двигательное (и ис-
следовательское) поведение значительно снижается 
по сравнению с поведением в домашнем аквариу-
ме [20, 30]. После периода адаптации к просмотро-
вому аквариуму поведение становится во многом 
подобно таковому в домашнем аквариуме, то есть 
двигательная активность увеличивается, умень-
шается фризинг и увеличивается число переходов 
в верхнюю половину аквариума [5, 6, 26].

Настоящее исследование выявило ряд типичных 
паттернов поведения у Danio rerio после введения 
диазепама. При этом рыбы плавали не только в ниж-
ней части просмотрового аквариума, но и стали 
больше подниматься вверх, особенно при исполь-
зовании деазепама в дозе 5 мг/л (см. рисунок, 5). 

Число и время паттерна «фризинг» после введения 
диазепама достоверно снижались по сравнению 
с контрольной группой животных в дозах 1 и 5 мг/л. 
Время пребывания рыбы в нижней части аквариума 
после введения диазепама значительно снижалось, 
особенно при использовании препарата в дозах 1, 
5 и 10 мг/л. Число перемещений рыбы в верхнюю 
часть просмотрового аквариума после введения ди-
азепама достоверно увеличивалось по сравнению 
с контрольной группой животных, особенно при ис-
пользовании препарата в дозе 5 мг/л. Необходимо 
отметить, что в низких (0,1 и 0,5 мг/л) и высокой дозе 
(20 мг/л) достоверных различий не наблюдали по 
представленным показателям при сравнении с кон-
трольными животными. Ранее нами было показано, 
что транквилизатор бензодиазепинового ряда фена-
зепам дозозависимо (0,1–1 мг/л) оказывает анкси-
олитический эффект в оценке новизны у Danio rerio. 
Длина траектории рыбы после введения феназепама 
существенно не увеличивалась по сравнению с кон-
трольной группой животных в отличие от действия 
диазепама (достоверное увеличение траектории 
движения в дозах 1 и 5 мг/л). Число и время паттер-
на «фризинг» после введения феназепама достовер-
но снижались по сравнению с контрольной группой 
животных, при этом регистрировали дозозависимый 
эффект, что весьма важно. Время пребывания рыбы 
в нижней части аквариума после введения феназе-
пама значительно снижалось, особенно при дозе 
0,5 и 1 мг/л. Число перемещений рыбы в верхнюю 
часть просмотрового аквариума после введения 
феназепама достоверно увеличивалось по срав-
нению с контрольной группой животных, особенно 
при использовании препарата в дозе 1 мг/л. Таким 
образом, диазепам действует в более высоком диа-
пазоне доз, чем феназепам, и вызывает повышение 
двигательной активности, что не характерно для 
транвилизаторов. В то же время для диазепама в от-
личие от феназепама характерен куполообразный 
дозозависимый эффект.

Полученные результаты не противоречат литера-
турным данным. Так, тестирование анксиолитиков 
в ряде лабораторий с целью изучения противотре-

 ■ Действие новых соединений на основе кумарина на поведение в тесте «открытое поле» у крыс

Группа
Число

фризингов, n

Суммарное время 
паттерна 

фризинг, с

Длина траектории 
движения, см

Время в нижней 
части аквариума, с

Число переме-
щений в верхнюю 

часть аквариума, n

Вода (контроль) 58,4 ± 7,8 29,2 ± 4,5 1013,7 ± 118,3 359,1 ± 6,4 2,1 ± 1,1

Диазепам 
в дозе (мг/л)

0,1 57,6 ± 11,5 28,8 ± 5,2 1195,4 ± 223,8 358,6 ± 1,2 2,3 ± 0,6

0,5 63,7 ± 9,4 31,9,8 ± 4,7 1086,7 ± 206,2 359,1 ± 1,8 1,4 ± 0,3

1 34,2 ± 8,1* 17,1 ± 6,3 1305,3 ± 187,4* 283,5 ± 13,6* 12,5 ± 2,4*

5 23,6 ± 7,4* 11,8 ± 3,8* 1365 ± 173* 241,8 ± 18,9* 21,8 ± 5,4*

10 57,6 ± 8,7 28,8 ± 4,4 1283,4 ± 214,9 302,6 ± 11,7* 5,4 ± 0,8

20 68,4 ± 13,8 34,2 ± 6,9 831 ± 90,8# 359,4 ± 0,5# 1,6 ± 0,8#

Примечание. Дозы диазепама представлены в виде концентраций препарата на 1 л воды. * р < 0,05 — относительно группы рыб 
с чистой водой (контроль) в просмотровом аквариуме; # р < 0,05 — относительно группы рыб с введением диазепама 10 мг/л 
в просмотровом аквариуме.
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вожного эффекта у Danio rerio продемонстриро-
вало достаточно типичную картину поведенческих 
паттернов рыб, аналогичную полученным нами ре-
зультатам [5, 6, 13, 19]. При этом паттерны поведе-
ния под действием транквилизаторов у Danio rerio 
сходны с таковыми у грызунов (крысы, мыши) — 
наиболее частом объекте изучения транквилизато-
ров. В настоящей работе был проведен фармако-
логический анализ действия бензодиазепинового 
транквилизатора диазепама. В литературе описа-
ны анксиолитические эффекты диазепама [11, 12], 
хлордиазепоксида [5] и феназепама [2, 4] у Danio 
rerio. Отмечено, что бензодиазепиновые анксиоли-
тики диазепам и хлордиазепоксид не уступают по 
выраженности противотревожного эффекта агонис-
ту 5HT1A-рецепторов буспирону. Единственным 
отличием в действии бензодиазепиновых препа-
ратов авторы называют пороговую анксиолитиче-
скую дозу, на которую Danio rerio реагируют без 
седативного эффекта, то есть без снижения двига-
тельной активности [5]. Более того, в наших опы-
тах выявлена характеристика действия диазепама, 
заключающаяся в снятии стресса новизны с уве-
личением двигательной активности (не типичный 
анксиолитический эффект). Этот эффект транкви-
лизатора диазепама может объясняться расторма-
живанием вследствие активации пресинаптических 
ГАМК-А-рецепторов [31]. При использовании диазе-
пама в дозе 20 мг/л движения рыб были строго при-
урочены ко дну просмотрового аквариума (см. ри-
сунок, 7) по сравнению с контрольными животными, 
что говорит о депримирующем действии транкви-
лизатора при повышении его дозы. Полученные ха-
рактеристики диазепама, безусловно, могут быть 
использованы и при оценке других классов (групп) 
лекарственных препаратов, что открывает опреде-
ленные перспективы использования Danio rerio в ка-
честве недорогого, но достаточно информативного 
теста для целей фармакологии.

ВЫВОДЫ

1. Фармакологический анализ анксиолитиче-
ского действия диазепама у Danio rerio показал, что 
диазепам в опреленном диапазоне доз 1–10 мг/л 
снижает (по сравнению с контрольной группой рыб) 
число и время фризинга, увеличивает число пере-
мещений в верхнюю половину аквариума и время 
плавания в последней.

2. Диазепам вызывает растормаживание двига-
тельный активности в дозах 1 и 5 мг/л и действует 
в более высоком диапазоне доз (1–10 мг/л) у Danio 
rerio по сравнению с анксиолитиком бензодиазе-
пинового ряда феназепамом (0,1–1 мг/л). В то же 
время для диазепама характерен куполообразный 
дозозависимый эффект в отличие от действия фе-
назепама. В дозе 20 мг/л диазепам оказывает де-
примирующий эффект.
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