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Новизна среды — это один из наиболее мощных стрессоров для животных, часто используемых в нейро
биологии поведения для изучения аффективных и когнитивных нарушений. Однако в процессе исследования 
незнакомой среды у экспериментальных животных происходит снижение стресса за счет габитуации (приспосо-
бление, habituation). В различных поведенческих тестах у зебраданио это проявляется в заплыве в зоны, представ-
ляющие потенциальную опасность для них: верхняя часть аквариума в тесте незнакомого аквариума, центральная 
часть в тесте открытого поля. При построении эффективной стратегии выживания важным представляется навига-
ция в незнакомой среде, которая осуществляется за счет поиска домашней базы — наиболее безопасного участка, 
который служит отправной точкой в исследовании незнакомой среды. Правильное определение домашней базы 
важно для выявления поведенческих особенностей у зебраданио, что и рассмотрено в настоящем обзоре (как и га-
битуация) в качестве теста для оценки краткосрочной пространственной памяти.
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Environmental novelty is one of the most potent stressors in animals and is often used in behavioral neuroscience 
to  study affective and cognitive impairments. However, in the process of studying an unfamiliar environment in expe
rimental animals, there is a decrease in stress due to habituation (adaptation, habituation). In various behavioral tests 
in zebrafish, this manifests as swimming in areas that pose a potential danger to them: the upper part of the aquarium 
in the novel tank test and the central part in the open field test. When building an effective survival strategy, it is important 
to navigate in an unfamiliar environment from a home base — the safest area that serves as a starting point in exploring 
a novel arena. Both discussed here, habitation and establishing the home base, are important for assessing cognitive be-
havioral traits in zebrafish related to short-term spatial working memory.
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ВВЕДЕНИЕ
Новизна среды — один из наиболее мощных стрессо-

ров для животных, и ее часто используют в нейробиоло-
гии поведения для изучения аффективных и когнитивных 
нарушений. В процессе исследования незнакомой среды 
у  экспериментальных животных происходит снижение 
стресса за  счет габитуации (приспособление, habitua-
tion). Габитуация — это исчезновение или снижение ин-
тенсивности реакции на  непрерывно и/или многократно 
предъявляемый стимул [1]. Выделяют межсессионную 
и  внутрисессионную габитуацию: первая характеризует 
пространственную кратковременную память, а  вторую 
используют для оценки средне- и  долговременной про-
странственной памяти (см. таблицу).

Адаптационные ответы зебраданио вызывают, ис-
пользуя тест незнакомого аквариума (ТНА), помещая 
рыбу в  незнакомую ей экспериментальную установку 
(20 × 20 × 5  см), условно разделенную горизонтальной 
линией на  две равные части, верхнюю и  нижнюю. Меж-
сессионную габитуацию определяют, исходя из  ежеднев-
ной повторяющейся регистрации поведения рыбы в  ТНА 
на  протяжении недели, а  внутрисессионную  — при еди-
новременной регистрации поведения экспериментальной 
рыбы в  ТНА в  течение 6–30  мин, после чего сравнивают 
каждую минуту полученной видеозаписи в поведении зе-
браданио. Как в межсессионном, так и во внутрисессион-
ном вариантах оцениваются такие показатели тревожно-
го поведения зебраданио, как латентный период выхода 
в верхнюю часть аквариума (с) и время нахождения в этой 
половине (с), частота и  количество переходов в  верхнюю 
часть, а также количество эрратических движений, частота 
и длительность фризинга (замираний) [2]. При этом анксио-
генные и анксиолитические препараты способны изменять 
характерные для данного теста адаптационные процессы.

Другой фактор, габитуацию к  которому можно оце-
нить у  зебраданио, — это страх, что также нередко ис-
пользуется в  нейроповеденческих и  психофармакологи-
ческих исследованиях [3]. В  тестировании используются 

различные стимулы, и  может оцениваться поведение 
как взрослой особи, так и  личинки зебраданио. Напри-
мер, для взрослой рыбы используют методику вибра-
ционного «постукивания» или предъявления хищника 
и  др. [4]. При этом оценивают различные тревожные 
формы поведения: увеличение пройденного расстоя-
ния, высокую скорость плавания по  сравнению с  кон-
трольной группой и  характерный стартл-рефлекс (startle 
response), представленный мгновенной реакцией из-
бегания возможной угрозы, основанной на  парадигме 
«бей-замри-беги».

При тестировании личинок используют акустиче-
ские, вибрационные, визуальные и  электрические сти-
мулы, подаваемые через равные промежутки времени. 
Для каждого раздражающего фактора существуют свои 
количественные параметры тревожного состояния. 
При акустической стимуляции рассчитывают пройден-
ное расстояние (мм) [5], вибрационная стимуляция  — 
угол изгиба (градусы) и  максимальная угловая скорость 
(градус/мс) [6], визуальная стимуляция  — пройденное 
расстояние (пиксели) или скорость плавания (мм/мин) [7], 
электрическая стимуляция  — частота сердечных со-
кращений (уд/мин) [8]. Видеозаписи с поведением рыбы 
оценивают вручную или посредством использования си-
стемой автоматической регистрации поведения.

Габитуация — это простейшая неассоциативная форма 
обучения, основанная на  согласовании ответов с  преды-
дущим опытом. Время привыкания животного к  повтор-
ному предъявлению одного и того же стимула постепен-
но уменьшается и  не  связано с  сенсорной адаптацией. 
Габитуация позволяет отфильтровать ненужные стимулы 
и  сосредоточиться на  важных изменениях окружающей 
среды, критических для выживания. В  нейроповеденче-
ских исследованиях тесты на  габитуацию считаются про-
стой и  быстрой альтернативой тестам прямого обучения 
и особенно полезны для автоматизированного скрининга.

Габитуацию можно успешно измерить, оценив реак-
цию зебраданио на испуг, которая имеет несколько четко 
определенных форм. S-старт — это быстрое стереотипное 

Таблица. Фенотипические проявления габитуации у зебраданио при воздействии различных экспериментальных факторов

Габитуация Адаптационные ответы
Меж- и внутрисессионная габитуация в тесте 
незнакомого аквариума

По мере приспособления к новой среде у рыб увеличивается количество 
переходов в верхнюю часть аквариума и время нахождения в его верхней 

части. Снижается тревожность, что проявляется в виде уменьшения количе-
ства эрратических движений и снижения фризинга

Меж- и внутрисессионная габитуация 
к акустической, вибрационной, визуальной 
и механической реакции испуга личинок 
зебраданио

Происходит прямопропорциональное снижение стартл-рефлекса 
на потенциально опасный стимул в зависимости от количества и качества 

его предъявления

Меж- и внутрисессионная габитуация взрослой 
рыбы к постукиванию

Тревожные проявления поведения постепенно уменьшаются, 
а поведенческие маркеры, такие как пройденное расстояние или скорость, 

возвращаются к нормальному уровню
Меж- и внутрисессионная габитуация 
к присутствию хищника

Появляется исследовательский интерес, зебраданио проводит большую часть 
времени около хищника
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изгибание рыбы в  S-образную форму (через ~6 мс), вы-
зываемое резкими стимулами. Позволяя зебраданио из-
бежать нападения хищников, S-старт впервые появляет-
ся у  личинок на  4-й день после оплодотворения. Кроме 
того, существует также более медленная форма реакции 
S-старта (~30 мс) — О-старт. О-старт может быть вызван 
набором различных стимулов, таких как резкое выклю-
чение света, и проявляется в большем (чем при S-старте) 
изгибе тела рыбы. За  реакциями S- и  O-старта следуют 
характерные движения для избегания потенциально 
аверсивных стимулов, привыкание к  которым позволяет 
оценить обучение рыбы.

Тестирование габитуации особенно полезно при работе 
с  личинками зебраданио. Тесты личинок зебраданио от-
ражают две формы габитуации: быструю и краткосрочную. 
Быстрая, обычно длящаяся от  1 до  15 мин, вызывается 
низкочастотной звуковой стимуляцией. Кратковременная 
длится от 25 до 60 мин и может быть вызвана разнесен-
ными во времени стимулами [9]. Тем не менее тесты на га-
битуацию не ограничиваются реакциями на испуг и могут 
основываться на  других типах поведения. Поведение, 
связанное с распознаванием (discrimination) объекта, хотя 
и отличается от габитуации тем, что оно включает дискри-
минацию (которая с точки зрения мозговой деятельности 
основывается на  других когнитивных процессах), также 
может быть оценено по  снижению интенсивности иссле-
дования нового объекта, который становится знакомым 
после воздействия стимула. Предметы, различающиеся 
по  форме, цвету и  размеру, должны быть представлены 
зебраданио в  знакомом аквариуме. Время, проведенное 
рядом с  объектом стимула, отражает его общую узнава-
емость и уменьшается при втором предъявлении объекта.

Навигация в незнакомой среде важна для организма 
при построении эффективной стратегии выживания  [10]. 
Наличие домашней базы (home base)  — наиболее без-
опасного участка, который служит отправной точкой в ис-
следовании незнакомой среды, — хорошо изучено у жи-
вотных [11]. К  примеру, у  грызунов наличие домашней 
базы в  тесте открытого поля (ТОП) приводит к  предпо-
чтению одного (реже двух) условно выделенных секторов, 
в  которых животное демонстрирует высокую вертикаль-
ную активность и частый груминг [12].

Анализ поведения животного, направленного на уста-
новление домашней базы, также является важным ин-
струментом при изучении нарушения исследовательской 
активности субъекта в  моделях различных нейропсихи-
атрических заболеваний. Так, в  генетических моделях 

депрессии крысы демонстрируют длительные задержки 
в наиболее безопасных участках экспериментальных ла-
биринтов, совершая редкие попытки исследовать тем-
ные рукава сложных конструкций, наклоненные опасные 
участки лабиринта и  области, содержащие физические 
препятствия [13].

Подобная задержка в  «домашних» зонах ТОП проис-
ходит и у крыс в моделях тяжелых энцефалопатий, вызы-
вающих когнитивную дисфункцию [14]. В  экспериментах 
на мышах было доказано, что нарушение запоминания пути 
к домашней базе обусловлено нарушением афферентации 
и эфферентации гиппокампа [15]. Несмотря на то что такие 
сложные структуры, как гиппокамп и неокортекс, а также 
базальные ядра конечного мозга присутствуют не  у  всех 
позвоночных животных, полагают, что данный поведен-
ческий фенотип высоко консервативен [16]. Например, 
для рыб также характерно поведение выбора домашней 
базы в незнакомой среде в ТНА [17] и ТОП [17, 18].

Методика определения 

домашней базы у зебраданио
Лабораторные животные: линия — дикий тип, опти-

мальный возраст — 6–8 мес. Соотношение полов — 1 : 1. 
Количество животных в одной экспериментальной груп-
пе — 20. Необходимо использовать интактных животных, 
прошедших 20-дневную акклиматизацию.

Оборудование: видеокамера c разрешением не менее 
1280 × 720 (HD) с  креплением/штативом, позволяющим 
снимать сверху (например, Sony Handycam DCR-SR47, США). 
Программное обеспечение: система для автоматического 
отслеживания перемещения объекта (зебраданио) в поле 
регистрации (арене) EthoVison XT. В качестве альтернати-
вы может использоваться программа для ручной реги-
страции поведения животных RealTimer.

Открытое поле (ОП): ОП1 — прямоугольный пласти-
ковый/стеклянный непрозрачный аквариум с  прямыми 
углами, высота 12 см, ширина 38 см, длина 47 см. ОП2 — 
пластиковый/стеклянный непрозрачный аквариум ци-
линдрической формы, высота 24  см, 23  см в  диаметре. 
ОП3  — прямоугольный пластиковый/стеклянный непро-
зрачный аквариум с  округлыми углами, высота 14  см, 
ширина 29 см, длина 37 см. Каждый аквариум имеет ус-
ловное деление на сектора (рис. 1).

Ход работы
До начала видеорегистрации ТОП наполняется чистой 

водой до  отметки 12  см для достаточной свободы пере-
движения тестового объекта и для получения видеозапи-
сей без водной ряби, подходящих для адекватного анализа 
в программах автоматической регистрации поведения.

1. Перед самым началом видеозаписи рыбу аккуратно 
помещают в центр ТОП.

Рис.  1. Примеры аквариумов для выявления домашней базы 
зебраданио (вид сверху)
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2. Затем производится видеосъемка в течение 30 мин. 
Перед каждой новой съемкой необходимо производить 
полную смену воды в  тестовом аквариуме, так как хи-
мические стимулы предыдущей рыбы могут исказить ре-
зультаты последующих наблюдений.

3. Полученные видеозаписи обрабатывают с помощью 
программы EthoVision XT.

Сначала следует выполнить анализ активности зебра-
данио относительно заранее установленных секторов от-
крытого поля — арен (рис. 2). Ключевые поведенческие 
маркеры: время пребывания в определенном секторе с, %; 
дистанция, пройденная по  секторам  м/с,  %; количество 
заходов в сектор, %.

Далее идет поиск домашней базы по  следам всех 
передвижений зебраданио в  течение видеорегистра-
ции, построенных программой в  виде сплошной ли-
нии пройденного пути объекта и  в  виде тепловых карт 
(рис. 2).

4. Домашнюю базу выбирают на  основании трех са-
мых посещаемых секторов открытого поля на основании 
ключевых поведенческих маркеров и  оценки траекто-
рии передвижения объекта. Сектора, перекрывающиеся 
по  большинству параметров и  совпадающие с  наиболь-
шей плотностью траектории пройденного пути (3 балла), 
рассматриваются в  качестве домашней базы. Помимо 
траектории пройденного пути, для оценки плотности 
пребывания в том или ином секторе зебраданио исполь-
зуется настройка EthoVision XT  — построение тепловых 
карт (цветовое отображение присутствия объекта в арене: 
желтый  — минимальное присутствие, красный  — наи-
более часто посещаемый участок).

5. Чтобы доказать наличие домашней базы для всей 
экспериментальной группы, необходимо измерить домаш-
нюю базу каждой рыбы в выборке для каждого поведен-
ческого маркера. Вычислить средние величины по  каж-
дому поведенческому параметру для домашней базы 
и  для остальных секторов и  сравнить их статистически 
(например, оценив различия от  теоретического равно-
мерного распределения по  секторам при помощи теста 
хи-квадрат).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Правильное определение домашней базы  — важ-

ный фактор для выявления поведенческих особенностей 
у рыб. Как и тесты на габитуацию, их можно использовать 
в качестве эффективных акватических тестов для оценки 
краткосрочной пространственной памяти зебраданио.
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Рис.  2. Процедура отбора наиболее посещаемых участков (выделенные серым цветом) открытого поля по трем количе-
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