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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
Родительская забота широко распространена в животном мире. Она встречается в самых разных таксонах животных, обеспечивается различными механизмами и принимает разные формы, однако её конечные задачи универсальны − обеспечить более высокую выживаемость и приспособленность потомков. У абсолютного большинства млекопитающих (более 90% видов) о детёнышах заботится только мать (Kleiman, Malcolm, 1981 цит. по Крученкова, 2009), в связи с этим влияние матери на фенотип потомства обнаруживается гораздо чаще, чем влияние отца. Это влияние связано с внутриутробными событиями и постнатальными влияниями, связанными со вскармливанием и уходом за потомством (Егорова, Малых, Мешкова, 2008).
Материнское поведение принципиально важно для выживания детёнышей у абсолютно всех видов млекопитающих. Мать предоставляет детёнышам питание, тепло, убежище и защиту, помогает интегрироваться в социум, обучает добывать пищу и защищаться от хищников. На каждой фазе развития детёныша всё то, чего он делать не умеет, выполняет за него мать (Крученкова, 2009). Наиболее существенными моментами в поддержании жизни новорожденного млекопитающего являются: осуществление контакта с кормящей самкой; поддержание температуры тела на обеспечивающем развитие уровне; защита от неблагоприятных факторов среды, как абиотических, так и биотических (Слоним, 1976). Наиболее зависимы от матери незрелорождающиеся животные. Выращивание таких детенышей невозможно без кормящей самки (Котенкова, Мешкова, Шутова, 1989).

Незрелые новорожденные имеют ограниченные сенсорные способности, незрелую локомоцию и терморегуляцию, а также полную или частичную неспособность к самостоятельной уринации и дефекации. Такие детёныши обычно слепые, с закрытыми ушами, плохо двигаются. Рождаются они выводками, то есть более одного-двух детёнышей одновременно. При таком типе материнско-детских отношений самка в период выращивания детёнышей оказывается привязанной к месту, где они находятся. Поэтому этот тип отношений обычно наблюдается у территориальных оседлых видов. К этой группе относится большинство хищных, грызунов, насекомоядных, зайцеобразных и некоторые приматы (Крученкова, 2009).

В лабораторной практике наиболее часто используются такие виды животных, как крысы и мыши. Так что неудивительно, что именно для серой крысы были впервые количественно описаны формы материнского поведения млекопитающих (Крученкова, 2009):

·  Гнездостроение – в период перед родами самка начинает активно собирать материал, пригодный для строительства гнезда, и специфическим образом складывать его в месте будущего рождения детёнышей. Если детёныши рождаются незрелыми, то устройство гнезда (логова) - одна из основных форм материнского поведения (Крученкова, 2009)

·  Возвращение детей в гнездо – оказавшегося вне гнезда детёныша мать кратко обнюхивает, мягко схватывает резцами и возвращает в гнездо. Выходы самки и поиски детёнышей совершаются до тех пор, пока все крысята не оказываются сгруппированными в гнезде. Это поведение начинается сразу же после родов – чтобы приблизить детёныша к себе, самка просто «подтягивает» новорожденного, не меняя положения своего тела. Спустя некоторое время самка начинает искать детёнышей и на большом расстоянии от гнезда (Крученкова, 2009).

·  Груминг детёнышей – последовательность движений, включающая как выкусывающие движения, так и облизывание языком. Достаточно стереотипная последовательность чистящих движений постоянно наблюдается в течение периода контактов матери с детёнышами в гнезде. Во время чистки детёныш поддерживается лапами и многократно переворачивается, направление движений – от головы через туловище к аногенитальной области. Это поведение облегчает уринацию и дефекацию незрелых детёнышей (Крученкова, 2009).

·  Поведение кормления осуществляется, когда самка приходит в гнездо и скучивается над детёнышами. Мать как бы «нависает» над выводком, и это позволяет детёнышам прикрепиться к соску. В это время самка становится неподвижной, её тело приобретает вертикально изогнутую позу, называемую кифозом. Эта поза обеспечивает детёнышам место под телом самки так, чтобы они не были придавлены во время сосания. Когда детёныши подрастают, мать обычно кормит их, лёжа на боку (Крученкова, 2009).

·  «Материнская агрессия» - в период кормления детёнышей молоком самка становится нетерпимой к появлению других конспецификов или животных других видов в районе гнезда и нападает на них. (Крученкова, 2009)

Также еще в начале исследований было установлено, что время физических контактов самки с детёнышем видоспецифично и является базовым параметром материнского поведения млекопитающих (Крученкова, 2009). Время, проводимое кормящими самками в контакте с детёнышами, не существенно различается у индивидуумов, принадлежащих к одному виду, то есть составляет некую норму. В дальнейшем было подтверждено, что это время - устойчивая, видоспецифическая характеристика. Именно по этому параметру можно найти различия между лабораторными линиями мышей и крыс (Le, Chevalet, 1992 цит. по Крученкова, 2009).

Еще одним показателем материнского поведения является латентность переноса детенышей в гнездо самкой в тесте возвращения их в гнездо. Это простой и универсальный метод для измерения чувствительности к стимулам, вызывающим материнское поведение. Тест заключается в следующем: в клетку к кормящей самке подкладывают детёнышей и регистрируют латентный период до момента переноса первого детёныша в гнездо, количество перенесённых детёнышей за определённый промежуток времени, время, проводимое с детёнышами в гнезде, и некоторые другие количественные характеристики. Этот тест идеально пригоден для оценки изменения мотивационного состояния данного индивидуума (Крученкова, 2009).

С помощью этого теста было показано, что для разных линий мышей характерен свой уровень материнского поведения. Например, самки линии 129sv перетаскивали детенышей в гнездо с большим латентным периодом, чем самки С57BL/6 своих мышат, а также прекращали это поведение на 5 суток раньше, чем самки С57BL/6 (Александрова и др., 2005). В этой же работе было показано, что уровень материнского ухода соответствует результатам обучения потомства обонятельной дискриминации, которое заключается в сочетании поглаживания кисточкой, имитирующего материнский груминг, с предъявлением запаха мяты. Более выраженный материнский уход самок линии С57BL/6 приводил к более успешному обучению потомства, а менее выраженный материнский уход самок линии 129sv приводил к менее успешному обучению. В другой работе также показано, что мыши, которые в детстве мало подвергались материнскому грумингу, проявляли более низкие когнитивные способности (Bredy et al., 2004 цит. по Curley, 2008a).
Наблюдения за отношениями «мать-дитя» у лабораторных крыс в первую неделю жизни показали, что в их популяции можно выделить самок с высоким уровнем заботы, которые чаще чистят и вылизывают своих детенышей, дольше пребывают в позе кормления, и самок с низким уровнем заботы. Несмотря на то, что различия в качестве материнского поведения между самками с высоким и низким уровнем заботы наблюдаются только на первой неделе после родов, эти различия сильно сказываются на поведении и экспрессии генов потомства в будущем (Liu et al., 1997, Champagne et al., 2001, Meaney, 2001, Caldji et al., 1998, Champagne et al., 2003, Francis et al., 1999 по Champagne et al, 2007). Например, дочери самки с высоким уровнем материнского поведения так же хорошо ухаживают за своим потомством, как делала их мать (Curley, 2008b). Для исследования передачи материнского поведения и других аспектов поведения часто используют перекрестное выращивание (cross-fostering). Это эксперимент, в котором матерям дают на выращивание чужое потомство, а их детей воспитывает другая самка. Таким образом, те черты, которые зависят от опыта, будут отличаться у мышей, выращенных другой самкой, от мышей, выращенных родной матерью (при условии наличия данных различий между линиями). В эксперименте по перекрестному выращиванию линий крыс с разным уровнем материнской заботы было показано, что детеныши самки с низким уровнем материнского поведения, воспитанные при перекрестном выращивании самкой с высоким уровнем материнской заботы, будут так же хорошо воспитывать своих детенышей, как их приёмная мать (Weaver et al, 2004). Известно, что в основе таких долговременных эффектов событий ранних этапов жизни лежат эпигенетические перестройки (Weaver et al, 2004).
Термин «эпигенетика» был предложен Конрадом Уоддигтоном при описании процессов, приводящих к формированию индивидуального фенотипа организма в результате взаимодействия его генотипа с окружающей средой в ходе онтогенеза (Waddington, 1942 цит. по Akhtar, Cavalli, 2005). Позднее этот термин стал использоваться также для обозначения долговременных изменений транскрипционной активности генома, происходящих без изменения последовательности ДНК (Akhtar, Cavalli, 2005). Эпигенетические механизмы регуляции экспрессии генов в основном реализуются посредством стойких модификаций хроматина в тех участках, где эти гены расположены (Медведев, Шарова, 2010).
Хроматин является динамичной структурой, которая способна интегрировать сотни сигналов из внешней для клетки среды, координировать и изменять уровень транскрипции генов (Levenson, Sweatt, 2005). Одним из способов компактизации ДНК в хроматин является нуклеосома (Разин, Быстрицкий, 2009). Большая часть ДНК находится в нуклеосомах и накручена на гистоны (Turner, 2001 цит. по Meany, Szyf, 2005). На конфигурацию ДНК и экспрессию генов влияет конфигурация гистонов, связанных с ней электростатической связью (Grunstein, 1997, цит по Meany, Szyf, 2005).
Гистоны – ядерные белки, имеющие вторичную структуру. Они содержат много положительно заряженных аминокислот, расположенных на N-концах (Разин, Быстрицкий, 2009). Модификация гистонов является основным механизмом эпигенетической регуляции генов (Bredy, 2008). Она включает в себя ацетилирование, метилирование и фосфорилирование гистонов (Разин, Быстрицкий, 2009). Подобным модификациям обычно подвергаются N-концы гистонов. Важной чертой модификаций гистонов является тот факт, что несколько функциональных групп (например, ацетильная, метильная и т.п.) могут присоединиться к одному N-концу гистона (Cheung et al., 2000, Clayton et al., 2000 цит. по Crosio et al., 2003) или к хвостам разных гистонов (Turner et al., 1992, Zeitlin et al., 2001, Sun, Allis, 2002 цит. по Crosio et al., 2003). Такие комбинации модификаций называются «гистоновым кодом» (Day, Sweatt, 2011, Crosio et al, 2003). Это специфическая комбинация гистоновых модификаций, определяющая состояние хроматина и активацию определённой группы генов (Crosio et al, 2003). То есть разные модификации N-концов гистонов влияют друг на друга (Lusser, 2002 цит. по Медведев, Шарова, 2010). В частности, в различных экспериментах показано, что фосфорилирование серотонина, аминокислоты, идущей в аминокислотной цепи под номером 10, облегчает сопутствующее этому процессу ацетилирование лизина под номером 14 (Cheung et al., 2000, Lo et al., 2000, Lo et al., 2001 цит. по Crosio et al, 2003).

Уровень ацетилирования гистонов влияет на фенотип особи, т.к. гистоны в составе нуклеосомы сильно влияют на уровень транскрипции генов, находящихся в контакте с модифицированными гистонами. Известно, что транскрипционно-активный хроматин характеризуется повышенным уровнем ацетилирования гистонов нуклеосомы. (Разин, Быстрицкий, 2009). Происходящая при фосфорилировании и ацетилировании гистонов активация транскрипции (Barski et al., 2007, Wang et al., 2008 цит. по Day, Sweatt, 2011) объясняется тем, что при этих модификациях уменьшается положительный заряд гистонов, благодаря которому гистоны взаимодействуют с отрицательно заряженой ДНК (Медведев, Шарова, 2010). Обычно гистоны прочно связаны с ДНК, мешая тем самым взаимодействию ДНК с другими белками, включая фермент РНК-полимеразу, необходимую для транскрипции. Чтобы транскрипция стала возможна, структура хроматина должна быть изменена. Положительно заряженный лизин на N-конце хвоста гистона связан со многими ДНК-гистоновыми взаимодействиями. Ацетилирование амино-группы у лизина нейтрализует положительный заряд гистонов, в результате чего уменьшается взаимодействие между гистонами и ДНК (Varga-Weisz, Becker, 1998 цит. по Levenson et al, 2004), за счёт чего происходит деконденсация хроматина и увеличивается доступность сайтов ДНК для транскрипционных факторов (Dyson et al., 2001 цит. по Day, Sweatt, 2011).
Ацетилирование аминокислот гистонов катализирует ацетилтрансфераза (HATs) (Roth et al., 2001, цит. по Meaney, Szyf 2005). Противоположным действием обладают гистоновые деацетилазы (HDACs), которые блокируют ацетилазы и подавляют экспрессию генов.
Индивидуальные различия между самками одной линии в материнском поведении передаются по наследству на эпигенетическом уровне (Francis et al, 1999). Было выяснено, что у самок, которые часто чистили своих детенышей и находились в позе кормления, и у самок, которые делали это редко, ДНК промотора глюкокортикоидных рецепторов в гиппокампе была метилирована по-разному: у детей матерей с высоким уровнем заботы низкая степень метилирования ДНК, а у детей матерей, чей уровень заботы низок - наоборот. Эти отличия в уровне метилирования ДНК потомства появляются после первой недели жизни и сохраняются на всю жизнь: поведение матери определяет уровень материнского поведения ее потомства (у детей матерей с высоким уровнем заботы уровень материнского поведения так же высок, и наоборот). При перекрестном выращивании степень метилирования ДНК промотора глюкокортикоидных рецепторов потомства и материнского поведения выросших самок потомства менялся в зависимости от уровня материнского поведения самки, воспитывавшей детенышей. Таким образом, эпигенетические изменения обуславливают поведение особи, но они потенциально обратимы (Weaver et al, 2004).

Введение в мозг самки с низким уровнем чистки и вылизывания потомства ингибитора HDAC трихостатина А значительно повышает степень ацетилирования гистона Н3 и понижает степень метилирования цитозина у детей до степени ацетилирования и метилирования, характерного для детей самки с высоким уровнем чистки и вылизывания (Yoshida et al. 1990 цит. по Meany, Szyf, 2005).

Также показано, что эпигенетически регулируется обучение и память (Day, Sweatt, 2011). Было установлено, что ацетилирование гистонов Н3 и Н4 повышается при формировании памяти в различных моделях обучения, причем именно в структурах, специфически вовлеченных в данный вид обучения (Levenson et al., 2004). Введение животным ингибиторов HDAC улучшает обучение (Levenson et al., 2004).

Таким образом, ранее было показано, что у выросших самок воспроизводится стиль материнского поведения самки, которая их выращивала, и в основе этого явления лежат эпигенетические перестройки. Эпигенетические механизмы регуляции экспрессии генов в основном реализуются в ходе стойких модификаций хроматина в участках, где расположены эти гены. Основными такими механизмами являются ацетилирование, метилирование и фосфорилирование гистонов (Разин, Быстрицкий, 2009). В частности, ацетилирование гистонов ослабляет их связь с ДНК, улучшая, таким образом, транскрипцию генов. Также известно, что уровень ацетилирования гистонов увеличивается при обучении, которое в свою очередь опосредовано материнским поведением самки.

Однако влияние введения блокаторов гистоновых деацетилаз на раннее обучение никем ранее не исследовано. Поскольку у мышей линии 129sv наблюдается низкий уровень раннего обучения обонятельной дискриминации, который возрастает при перекрестном выращивании потомства мышей этой линии самками линии С57BL/6 (Александрова и др., 2005), особый интерес представляет исследование влияния введения блокаторов гистоновых деацетилаз на раннее обучение мышат линии 129sv, а также на материнское поведение самок мышей этой линии.

Одним из блокаторов гистоновых деацетилаз является вальпроат натрия. Он обладает нейротрофическим эффектом (Vajda, 2002 цит. по Reynolds et al, 2007), а также как блокатор гистоновых деацетилаз улучшает долговременную память (Bredy, 2008).

Следует также отметить, что укалывание новорожденных, сопровождающее инъекцию фармакологического препарата, также влияет на поведение их матери: матери подвергавшихся укалыванию и хэндлингу детёнышей чаще чистят своих детей, чем просто подвергавшихся хэндлингу детенышей (Walker, 2002).
Таким образом, целью нашей работы являлась оценка материнского ухода самок лабораторных мышей после воздействия на потомство различных экспериментальных процедур. Для достижения поставленной цели нам необходимо было решить ряд задач:

1. Выработать алгоритмы описания актов материнского поведения

2. Осуществить качественный и количественный анализ поведенческих актов, выделенных на видеозаписях с помощью программы «Segment analyzer»
3. Провести сравнительный анализ материнского ухода самок, относящихся к разным экспериментальным группам в зависимости от экспериментальных процедур.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом нашего исследования явились видеозаписи материнского поведения самок лабораторных мышей линии 129sv.

Объекты исследования и экспериментальные процедуры

Объектом нашего исследования была лабораторная мышь (Mus musculus) линии 129sv (n=25). Эксперимент проводился на шести группах самок: «исходные» (n=6), «интактные» (n=4), «физраствор однократный» (n=3), «физраствор многократный» (n=2), «вальпроат однократный» (n=3), «вальпроат многократный» (n=7). Возраст самок не превышал одного года. Беременные самки содержались отдельно от самцов в клетках из прозрачного пластика (40×23×18 см) с металлической решеткой, вода и корм были доступны ad libitum. За несколько дней до ожидаемых родов ежедневно в одно и то же время проверяли наличие новорожденных мышат. День их обнаружения принимали за 1-е постнатальные сутки. Эксперименты проводили в соответствии с требованиями приказа № 267 МЗ РФ (19.06.2003 г.), а также «Правилами проведения работ с использованием экспериментальных животных» (НИИ нормальной физиологии им. П.К.Анохина РАМН, протокол № 1 от 3.09.2005 г.).

Ежедневно со вторых постнатальных суток по двадцатые каждого детеныша взвешивали и поддерживали их индивидуальные цветные метки, сделанные с помощью с лаковых маркеров Edding780.

С третьих по шестые сутки перед проведением эксперимента клетку с самкой и ее пометом приносили из вивария в экспериментальную комнату с приглушенным освещением и оставляли на 1 час. Затем самку отсаживали от помета в отдельную маленькую пластиковую клетку (23×9,5×14 см) с металлической решеткой, вода и корм были доступны ad libitum. Эта клетка тоже находилась в экспериментальной комнате. Сразу после отсаживания самки из домашней клетки каждого мышонка помещали в отдельную коробочку с опилками (7×7×5 см). Спину каждого мышонка протирали спиртом для дезинфекции, затем животным всех групп кроме интактной делали подкожную инъекцию в область спины. Животным из групп «физраствор однократный» и «физрастрвор многократный» делали инъекции физраствора (стерильный раствор хлорида натрия в ампулах с массовой долей хлорида натрия 0,9%), а группам «вальпроат однократный» и «вальпроат многократный» - инъекции вальпроата натрия (дозировка – 50 мг/кг массы тела животного, растворитель - физраствор). Каждому мышонку вводили по 25 мкл раствора. Животным из групп «физраствор однократный» и «вальпроат однократный» инъекцию делали один раз на третьи сутки после рождения, животным из групп «физрастрвор многократный» и «вальпроат многократный» – на третьи, четвертые, пятые и шестые сутки. Инъекции делали с помощью микрошприца (Hamilton, Швейцария).
Через полчаса после инъекции часть мышат возвращали в гнездо в домашней клетке, а часть (1-3 детёныша в зависимости от размера помёта) помещали в наиболее удаленную от гнезда часть клетки. После этого в домашнюю клетку возвращали самку и проводили тест переноса. Он заключался в регистрации длительности переноса самкой каждого из детенышей в гнездо. В случае если за 5 минут самка так и не переносила какого-либо детеныша, в протоколе отмечали 300 секунд. Этот тест проводили ежедневно с 3 по 6 постнатальные сутки.

На шестые сутки производили также видеозапись материнского поведения с помощью веб-камеры Defender Focus Cam, которая находилась у короткой боковой стенки клетки на 14 см выше поверхности, на которой стояла клетка, и программы Windows Movie Maker, скорость записи составляла 2,1 мбит/с, частота записи 30 кадров/сек, разрешение 640×480 точек. Регистрация видео длилась 30 минут с момента запуска самки в клетку, видеофайл сохраняли в формате *.wmv. После эксперимента клетку с самкой и потомством возвращали в виварий.

Детёнышей отсаживали от матери на 21-22 сутки; на 30-е их рассаживали в разные клетки по половому признаку, а на 60-е для дальнейшего размножения опять ссаживали самок с самцами; при этом использовали самок всех групп, а самцов только интактной группы и групп «физраствор однократный» и «физраствор многократный».

Полученное потомство ежедневно со вторых по двадцатые сутки взвешивали и поддерживали их индивидуальные цветные метки.

На шестые постнатальные сутки детенышей перед проведением эксперимента клетку с самкой и ее пометом приносили в экспериментальную комнату и оставляли на 1 час. Затем самку отсаживали от помета в отдельную маленькую пластиковую клетку (23×9,5×14 см) с металлической решеткой, вода и корм были доступны ad libitum. Сразу после отсаживания самки из домашней клетки каждого мышонка помещали в отдельную коробочку с опилками (7×7×5 см) и оставляли в ней на 30 минут. Затем часть мышат возвращали в гнездо в домашней клетке, а часть (1-3 детёныша в зависимости от размера помёта) помещали в область домашней клетки, противоположную гнезду. После этого в домашнюю клетку возвращали самку и проводили тест переноса с одновременной регистрацией материнского поведения на видео в течение 30 минут, как было описано выше.

Таким образом, получили видеозаписи материнского поведения самок из группы «исходная» (которые воспитывали детенышей, подвергавшихся инъекциям) и материнского поведения выросших самок, в детстве подвергавшихся различным экспериментальным воздействиям («интактные», «физраствор однократный», «физраствор многократный», «вальпроат однократный» и «вальпроат многократный»).
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Рис.1 Схема эксперимента. Стрелки указывают на дни, в которые были сделаны инъекции, цвета стрелок соответствуют типам инъекций.
В постановке и проведении этого эксперимента мы не участвовали. Для обработки массива данных мы имели 25 видеофайлов материнского поведения лабораторных мышей линии 129sv, которые в дальнейшем мы использовали для сравнительного анализа материнского ухода самок в зависимости от экспериментальных процедур.
Сегментация траекторий на отдельные поведенческие акты проводилась в программе «Segment Analyzer», предназначенной для деления непрерывной траектории на отдельные сегменты. Мы отмечали начало каждого из актов поведения на оси времени.
В программе использовали модуль экспертного сегментирования. Синхронное воспроизведение траектории и видеозаписи, а также возможность повторного проигрывания сегментов, внесения дополнительных точек разрыва и «сшивания» их позволило выделить отдельные акты с точностью до одного кадра.
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Рис.2 Окно программы «Segment Analyzer» во время сегментации.
Каждый из выделенных актов кодировался в программе цветом (Рис.2) и буквенным обозначением в зависимости от принадлежности акта к определенной категории. Категоризация актов, используемая в данной работе, происходила по двум параметрам: топографии (вне или внутри гнезда находилась самка) и связи с потомством (связанное или не связанное с потомством поведение самки).

Файлы с результатами сегментации содержали информацию о названии выделенных актов, их последовательности (порядковый номер), начале и конце актов на оси времени, выраженного в секундах, их длительности в секундах. Файлы сохраняли в *.saf– формате. В программе также имелся модуль первичной обработки данных, который позволял получить общее количество и общую продолжительность актов каждого типа. В программе имелась возможность экспорта данных в программу «Microsoft Office Excel» и “Statistica6”, в которых осуществляли дальнейшую обработку полученных данных.
Классификация поведенческих актов

Ниже приведено наименование и описание актов материнского поведения, которые мы отмечали при сегментации. Всего мы выделяли 21 акт, который можно отнести к пяти категориям:

I. Поведение в гнезде, связанное с потомством:
1. Обследование детёнышей в гнезде. Самка обследует детенышей, находящихся в гнезде, рассматривает и обнюхивает их.

2. Груминг детёнышей. Самка чистит детенышей.

3. Кормление. Самка лежит почти неподвижно, детёныши в основном находятся под ней. Если в момент кормления самка оглядывалась, ворочалась или начинала подгребать опилки, чистила себя, мы отдавали приоритет кормлению и отмечали только его.

4. Кормление с чисткой. Самка кормит детенышей и одновременно чистит их.

II. Поведение в гнезде, не связанное с потомством:

1. Вход в гнездо и выход из гнезда. Данные акты мы отмечали только с целью регистрации самого факта входа или выхода самки из гнезда, и продолжительность каждого акта была принята нами за один кадр.

2. Самка не делает ничего определённого в гнезде. Самка находится в гнезде, но не занимается им, не кормит и не чистит детенышей: осматривается, перемещается по гнезду, становится в стойки.

3. Чистка себя в гнезде. Самка чистит себя.

III. Поведение вне гнезда, не связанное с потомством:

1. Активное обследование. Самка перемещается по клетке.

2. Рытьё опилок. Самка копается в опилках, не составляющих непосредственно гнездо.

3. Стойки. Самка отрывает от пола клетки обе передние лапы, при этом может как опираться на стенку клетки, так и не опираться.

4. Пассивное обследование. Самка сидит вне гнезда, обследование ограничивается поворотами головы.

5. Отдых. Самка лежит вне гнезда почти неподвижно.

6. Еда, питьё.
7. Лазание по решётке.
8. Чистка себя. Самка чистит себя.

IV. Поведение вне гнезда, связанное с потомством:

1. Краткие контакты с детёнышами вне гнезда. Самка приближается к детёнышам, выложенным из гнезда, обнюхивает их, но не чистит и не переносит.

2. Перенос по клетке. Самка переносит детёныша. Акт отмечался, даже если детёныш не был донесён до гнезда. 

V. Другое:

1. Нахождение под опилками. Самка вместе с детёнышами находится под опилками в гнезде, так что в ее поведении нельзя строго выделить какие-либо акты.

2. Чистка себя или детёнышей. Этот акт мы отмечали, когда было не понятно, себя или детенышей самка чистит, однако по частым движениям ее головы был очевиден сам факт чистки.

3. Занятие гнездом. Самка подгребает к гнезду опилки, находясь как внутри, так и вне гнезда, приносит опилки из других участков клетки.
Кроме того, мы исследовали латентность актов материнского поведения: обследование детёнышей в гнезде, кормление, занятие гнездом, краткие контакты с детёнышами вне гнезда, вход в гнездо и перенос по клетке.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
1. Анализ теста переноса не выявил достоверных различий между переносом исходной самкой детенышей, подвергавшихся различным экспериментальным воздействиям (рис.3). Детеныши всех групп были возвращены самками в гнездо примерно в одно и то же время. Очевидно, тип экспериментальных воздействий на детенышей не влияет на латентность переноса в гнездо самками.
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Рис. 3 Латентность переноса детенышей в гнездо исходными самками, с. Группа "интактные": n= 14; группа "физ. раствор однократный": n=13; группа "физ. раствор многократный": n=15; группа "вальпроат однократный": n=13; группа "вальпроат многократный": n=12 (n – количество детенышей, использованных в тесте переноса)
У всех групп самок, подвергавшихся в детстве инъекциям, за исключением группы «физ. раствор многократный», произошло достоверное согласно критерию Фишера однофакторного дисперсионного анализа «пост-хок» увеличение времени, затраченного ими на тест переноса по сравнению с интактными самками (рис.4).
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Рис. 4 Латентность переноса детенышей в гнездо самками, подвергавшимися экспериментальным воздействиям, с. * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,005 Группа "интактные": n= 13; группа "физ. раствор однократный": n=11; группа "физ. раствор многократный": n=3; группа "вальпроат однократный": n=6; группа "вальпроат многократный": n= 13 (n – количество детенышей, использованных в тесте переноса)

У интактных самок и самок из группы «физ. раствор многократный» наблюдался самый быстрый перенос детенышей в гнездо. Кроме того, в работе по исследованию влияния вальпроата на поведение у самок  из группы «физ. раствор многократный» наблюдались лучшие результаты раннего обучения (Burenkova et al., 2011).

Вероятно, это связано с высокой частотой хэндлинга, которому в детстве подвергались самки этой группы. Хэндлинг – процедура, при которой детеныша временно отбирают у матери, берут в руки, гладят, а затем возвращают матери. После хэндлинга детёнышей мать больше их чистит и вылизывает (Lee, Williams, 1975, цит. по Meaney, Szyf, 2005). Впоследствии у этих детенышей отмечаются глубокие изменения в поведении. Хэндлинг, полученный в детстве, приводит в том числе и к улучшению способности к обучению. Мыши, подвергавшиеся процедуре хэндлинга в первые дни жизни, менее эмоциональны, чем интактные (уровень эмоциональности определялся по частоте дефекации на освещённой площадке). Это позволило предположить, что улучшение обучаемости после хэндлинга связанно с пониженной возбудимостью (Шовен, 2009).

Известно также, что самки чаще чистят детенышей, которые, помимо хэндлинга, подвергались укалыванию, чем детенышей, подвергавшихся только хэндлингу (Walker, 2002). А поскольку известно, что высокий уровень материнского ухода сопровождается высоким уровнем обучения потомства (Александрова и др., 2005), то понятен высокий уровень обучения потомства группы «физ. раствор многократный».
У самок группы «вальпроат однократный» (самок, подвергшихся в детстве однократной инъекции вальпроата натрия) наблюдалось достоверное отличие латентности переноса детенышей от остальных групп. У самок из этой группы перенос занимал более 250 секунд, в то время как у остальных – не более 200 секунд (рис.4). У самок из группы «вальпроат многократный» (самок, подвергшихся в детстве многократным инъекциям вальпроата натрия) не наблюдалось увеличения этого показателя по сравнению с вальпроатом однократным. 
В исследовании влияния вальпроата натрия на поведение и обучение было отмечено, что самки группы «вальпроат однократный» обучаются хуже, чем самки группы «вальпроат многократный» (Burenkova et al., 2011), то есть результаты раннего обучения соответствовали результатам переноса.

Различия между группами с однократным и многократным введением вальпроата могут быть объяснены фармакологическим действием препарата, а также различной частотой укалывания самок этих групп в детстве. Вальпроат понижает возбудимость нервной системы, улучшает психологическое состояние и настроение (Тринус, 1989). Вероятно, при однократной инъекции вальпроата на состоянии детенышей мог сказываться успокаивающий эффект этого препарата, в результате чего уровень материнского ухода, направленного на таких детенышей исходными самками, снижался. Самки группы «вальпроат однократный», подвергшиеся в детстве однократным инъекциям вальпроата, переняли такой стиль материнской заботы. Что касается самок, которых в детстве подвергали многократным инъекциям вальпроата, то, во-первых, сказывалась бóльшая частота инъекций, которая, как уже говорилось ранее, ведет к увеличению материнского груминга, а, следовательно и к улучшению обучения потомства, и, во-вторых, могли иметь место компенсаторные физиологические механизмы, препятствующие чрезмерному снижению активности нервной системы в ответ на введение вальпроата.
По-видимому, хотя тест переноса оказался чувствителен для выявления различий в отношении исходных самок к детенышам различных экспериментальных групп, он отражает изменения материнского поведения, происходящие у выросших самок различных экспериментальных групп. Ведь условия, в которых выросла самка, сильно влияют на её отношение к детенышу (Шовен, 2009).

Таким образом, анализ теста переноса показал, что:

· экспериментальные воздействия на детенышей не влияют на латентность переноса их в гнездо исходными самками

· самки, подвергавшиеся в детстве инъекциям, тратят на тест переноса больше времени, чем интактные
· многократное введение физ. раствора улучшает обучение самок-детёнышей и благотворно влияет на скорость возвращения в гнездо детёнышей

· самки с однократным введением вальпроата демонстрируют худшие результаты переноса и обучения по сравнению с другими группами
· самки, подвергавшиеся многократным инъекциям вальпроата, демонстрируют лучшие результаты, чем самки с его однократными инъекциями

2. Анализ латентности актов поведения самок проводился с использованием критерия Фишера однофакторного дисперсионного анализа «пост-хок» и выявил достоверные различия между группой «вальпроат однократный» и остальными группами в латентности входа в гнездо и обследования детёнышей в нём (табл. 1, рис.5, рис.6). Получается, что у этой группы, в сравнении с остальными, материнская забота по данным показателям проявляется достоверно позже.
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Рис. 5 Латентность обследования детёнышей в гнезде, с. Среднее значение ± стандартная ошибка, с. * p<0,05 Группа "исходные самки": n= 6; "интактные": n= 4; группа "физ. раствор однократный": n= 3; группа "физ. раствор многократный": n= 2; группа "вальпроат однократный": n= 3; группа "вальпроат многократный": n= 7 (n – количество самок в группе)
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Рис. 6 Латентность входа в гнездо, с. Среднее значение ± стандартная ошибка * p<0,05 Группа "исходные самки": n= 6; "интактные": n= 4; группа "физ. раствор однократный": n= 3; группа "физ. раствор многократный": n= 2; группа "вальпроат однократный": n= 3; группа "вальпроат многократный": n= 7 (n – количество самок в группе)

Эти данные соответствуют данным теста переноса, согласно которым самки из группы «вальпроат однократный» дольше всех переносили детенышей в гнездо.

В латентности других актов достоверных различий обнаружено не было.
Таким образом, анализ латентности актов поведения самок выявил наиболее позднее проявление материнского поведения у группы «вальпроат однократный».

Таблица 1. Латентность актов поведения самок (среднее значение по группе ± стандартное отклонение; в скобках указаны номера групп, между которыми наблюдаются достоверные отличия)
	Название акта
	Группа
	Достоверность p для генеральной выборки

	
	исходная самка
	интак
	ф/р одн
	ф/р мн
	вальп одн
	вальп мн
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	

	Обследует детей в гнезде
	34,1±25,61
	26,3±5,87
	30,1±16,35
	37,3±17,68
	469,8±776,43
	37,0±32,36
	0,022747 (5-6)

0,024924 (1-5)

0,033296 (2-5)

0,046624 (3-5)

	Кормит в гнезде
	603,6±432,92
	726,6±729,75
	234,2±200,24
	433,8±250,76
	814,6±702,79
	383,9±271,96
	

	Строит гнездо
	372,0±704,26
	118,7±61,63
	647,4±1006,41
	55,0±14,76
	471,9±767,40
	142,8±225,60
	

	Обследует детей вне гнезда
	4,0±3,58
	6,1±6,38
	603,3±1043,97
	11,9±14,92
	3,4±1,16
	511,1±839,90
	

	Вход в гнездо
	36,7±22,77
	26,2±5,87
	30,1±16,36
	41,4±23,58
	507,7±736,32
	38,8±32,38
	0,010668 (5-6)

0,012048 (1-5)

0,016605 (2-5)

0,024779 (3-5)

	Перенос по клетке
	59,8±86,71
	23,7±12,09
	607,1±1040,70
	10,3±3,63
	519,0±801,24
	124,1±193,51
	


3. Анализ продолжительности актов поведения самок показал, что у самок из групп «вальпроат многократный» и «физ. раствор многократный» произошло увеличение временной доли актов, связанных с потомством в гнезде, по сравнению с исходными и интактными самками (рис. 7) - обследования детёнышей в гнезде, кормления и чистки. Незначительное увеличение этого показателя по сравнению с исходными и интактными самками было обнаружено и у группы «физ. раствор однократный». Напротив, у самок «вальпроат однократный» этот показатель в сравнении с исходными значительно уменьшился и составил менее 50 % (рис. 7) за счет возрастания доли поведения вне гнезда, не связанного с потомством.

Эти данные для групп «вальпроат однократный» и «физ. раствор многократный» соответствовали тесту переноса самками, подвергавшимися экспериментальным воздействиям, и их раннему обучению. Так, у самок группы «вальпроат однократный» наименьшая доля времени, затраченного на связанное с потомством в гнезде поведение, сопровождалась наиболее продолжительным переносом их потомства в гнездо и плохими результатами раннего обучения этих самок. У самок же группы «физ. раствор многократный» наибольшая доля времени, затраченного на связанное с потомством в гнезде поведение, сопровождалась быстрым переносом их потомства в гнездо и лучшими результатами раннего обучения этих самок.
У самок группы «вальпроат многократный» улучшения раннего обучения не наблюдалось, однако данное экспериментальное воздействие благотворно отразилось на их материнском поведении: наряду с самками из группы «физ. раствор многократный» у этих самок наблюдалась наибольшая доля поведения, связанного с потомством в гнезде.
[image: image7.jpg]MaTtepuHCcKoe noBeneHune

MCXOOHbIX CaMOK, % OT obero
| EOBSAEHME B rHe3/e, CBsi3aHHOe C MOTOMCTBOM BPEMEHU
OBe/leHWe BHE rHe3fa, CBS3aHHOE C MOTOMCTBOM 8,4%
[ MNoBefeHve B rHesae, He CBS3aHHOE C MOTOMCTBOM
[MoBedeHWe BHe rHe3ga, He CBA3aHHOE C MOTOMCTBOM /
[ |Hpyroe 23,7% /

10,6%

29.4% /
MartepuHcKkoe noBegeHue CaMok

cnenyrowero rnoKosrieHus,
% ot obuwero BpemeHu

54,8%

43%

2,2% 16,8% Banbnpoar MHOFOKpaTHbIVI

14,2%
WHTaKTHbIe <

17,3% 17.8%

66,2% 30,1%
3,2% 2,1%

(u3. pacTeOp OAHOKPATHEIA BanbNpoaT OgHOKPaTHbIN

thpu3. pacTBOp MHOrOKpaTHbI




Рис. 7 Поведение самок разных групп, процентная доля от общего времени. Группа "исходные самки": n= 6; "интактные": n= 4; группа "физ. раствор однократный": n= 3; группа "физ. раствор многократный": n= 2; группа "вальпроат однократный": n= 3; группа "вальпроат многократный": n= 7 (n – количество самок в группе)
Однако у интактных самок следующего поколения наблюдалось уменьшение временной доли актов, связанных с потомством в гнезде относительно исходных самок (рис. 7), а перенос детенышей в гнездо самками этой группы был наиболее быстрый. Также следует отметить, что результаты раннего обучения самок этой группы не превосходили таковые в остальных группах самок, как следовало бы ожидать согласно лучшим результатам теста переноса этими самками. Это говорит о том, что данные теста переноса и сегментации поведения самок не всегда находятся в прямом соответствии друг с другом: малая длительность теста переноса не отражает высокий уровень материнской заботы самки — а уровню обучения в данном случае соответствуют лишь данные сегментации поведения.
Такое поведение интактных самок можно объяснить тем, что они в детстве никаким воздействиям, кроме хэндлинга, не подвергались, и, соответственно, матери могли уделять им меньше внимания, чем другим детёнышам. В результате самки этой группы переняли такой уровень материнской заботы.
Также следует отметить, что по сравнению с остальными группами исходные самки уделяли достоверно больше времени рытью опилок вне гнезда (табл. 2, рис. 8). Это может быть связано с повышенной возбудимостью исходных самок, которых в детстве, в отличие от их детёнышей, не подвергали никаким экспериментальным воздействиям: ни хэндлингу, ни инъекциям.

В целом, согласно нашим данным у исходных самок наблюдался уровень материнского поведения, характерный для мышей линии 129sv. Так, в работе Champagne (Champagne et al, 2007), процентная доля продолжительности актов, связанных с потомством в гнезде, составляла у самок этой линии 70%, а по нашим данным 62,5%. Незначительно заниженные данные, полученные нами, могут быть связаны с тем, что часть материнского поведения выпадала из поля нашего зрения и была отнесена к поведению самки под опилками, когда сложно было точно установить поведение самки. Также в работе Champagne (Champagne et al, 2007) было показано, что, несмотря на высокий уровень кормления, самки этой линии тратят мало времени на груминг детенышей (1-8%). В нашей же работе это значение (суммарно актов «чистит детей» и «кормит и чистит детенышей одновременно») составляло у исходных от 1,6 до 19%. Это увеличение доли времени, которое исходные самки тратили на груминг детенышей, вероятно, связано с экспериментальными воздействиями, которым подвергалось потомство.
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Рис. 8 Процентная доля времени, занимаемого рытьём опилок. Среднее значение ± стандартная ошибка * p<0,05 ** p<0,01 Группа "исходные самки": n= 6; "интактные": n= 4; группа "физ. раствор однократный": n= 3; группа "физ. раствор многократный": n= 2; группа "вальпроат однократный": n= 3; группа "вальпроат многократный": n= 7 (n – количество самок в группе)
В длительности таких важных актов материнского поведения, как кормление, обследование детёнышей в гнезде и их груминг, достоверных отличий между группами обнаружено не было.

Таблица 2. Процентная доля времени, занимаемого каждым типом актов (среднее значение по группе ± стандартное отклонение; в скобках указаны номера групп, между которыми наблюдаются достоверные отличия)
	По категориям:
	Группа
	Достоверность p для генеральной выборки

	
	исходная самка
	интак
	ф/р одн
	ф/р мн
	вальп одн
	вальп мн
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	

	Поведение в гнезде, связанное с потомством
	Обследует детей в гнезде
	1,6±1,11
	1,9±0,60
	1,5±0,69
	1,5±0,98
	1,1±0,96
	2,9±2,17
	

	
	Поза ухода за детьми (кормит)
	52,6±27,6
	46,8±32,57
	60,2±30,76
	70,1±15,26
	42,4±31,61
	64,5±16,64
	

	
	Чистит детей
	1,3±2,43
	0,7±1,29
	0,4±0,55
	0,8±1,14
	0,6±0,64
	0,7±0,61
	

	
	Кормит и чистит детенышей одновременно
	7,0±4,81
	5,4±6,21
	4,1±4,29
	0,1±0,20
	3,8±3,63
	4,8±6,66
	

	
	Самка под опилками
	0,4±0,66
	4,3±5,57
	4,0±6,89
	2,5±1,71
	5,5±5,04
	2,0±3,59
	

	Поведение в гнезде, не связанное с потомством
	Чистит в гнезде себя или мышонка
	0,3±0,53
	0,0±0,00
	0,1±0,12
	0,3±0,49
	0,9±1,15
	0,02±0,06
	0,018 (5-6)

	
	 
	
	
	
	
	
	
	0,027(2-5)

	
	Вход в гнездо
	
	
	
	
	
	
	

	
	Выход из гнезда
	
	
	
	
	
	
	

	
	Не делает ничего определённого в гнезде
	3,2±1,48
	4,1±2,50
	1,0±0,68
	3,2±0,99
	3,2±1,64
	4,2±2,90
	0,044 (3-6)

	
	Чистит себя в гнезде
	0,1±0,22
	0,1±0,15
	0,0±0,00
	0,02±0,03
	0,0±0,00
	0,1±0,25
	

	
	Занимается гнездом
	7,7±10,21
	5,01±4,53
	10,1±15,27
	4,2±4,08
	10,4±8,5
	8,5±8,73
	

	Поведение вне гнезда, не связанное с потомством
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	Активное обследование клетки
	8,6±3,91
	7,1±2,66
	5,6±5,06
	9,2±6,26
	4,9±1,39
	4,9±1,30
	

	
	Роет опилки
	3,5±3,38
	0,3±0,19
	0,6±1,01
	0,1±0,13
	0,5±0,62
	0,6±1,03
	0,010 (1-6)

	
	
	
	
	
	
	
	
	0,014 (1-2)

	
	
	
	
	
	
	
	
	0,035 (1-5)

	
	 
	
	
	
	
	
	
	0,041 (1-3)

	
	Стойки (подняты обе передние лапы)
	0,6±0,54
	1,1±1,17
	1,2±1,71
	1,0±1,44
	0,3±0,28
	0,2±0,38
	

	
	Пассивное обследование
	4,0±4,34
	3,0±4,91851
	3,1±3,16
	1,4±2,02
	6,9±10,74
	2,0±2,82
	

	
	Отдых. Не обследует
	0,2±0,56
	11,5±23,03
	1,9±3,29
	0,0±0,00
	12,7±22,07
	1,6±4,32
	

	
	Чистит себя вне гнезда
	1,6±2,76
	4,5±8,95
	0,8±1,20
	0,4±0,51
	4,7±7,60
	0,8±1,16
	

	
	Ест, пьёт
	4,8±11,03
	1,2±1,21
	1,2±2,11
	0,0±0,00
	0,0±0,00
	0,1±0,27
	

	
	Лазает по решетке
	0,3±0,79
	0,8±1,52
	2,8±4,79
	2,7±3,87
	0,0±0,00
	0,0±0,00
	

	Поведение вне гнезда, связанное с потомством
	Обследует детенышей вне гнезда
	0,8±0,53
	0,5±0,47
	0,7±0,78
	0,6±0,01
	0,9±0,43
	0,6±0,75
	

	
	Перенос по клетке
	1,3±0,89
	1,6±0,52
	0,7±0,57
	1,7±0,99
	1,2±0,11
	1,3±0,47
	0,072 (2-3)


Таким образом,
· увеличение временной доли актов, связанных с потомством в гнезде, произошло у групп, подвергавшихся многократным инъекциям
· у самок «вальпроат однократный» и у интактных самок наблюдалось снижение уровня материнской заботы

· малая длительность теста переноса не отражала высокого уровня материнской заботы самки

· из-за повышенной относительно других групп возбудимости исходные самки больше времени уделяли рытью опилок вне гнезда 
4. Анализ частоты актов поведения самок показал, что исходные самки чаще рыли опилки в сравнении с другими группами (табл. 3), эти данные соответствуют процентной доле времени, занимаемого этим поведением (Рис. 8).
Самки групп «физ. раствор однократный» и «вальпроат многократный» обследовали детей в гнезде достоверно чаще, чем исходные самки и группа «вальпроат однократный». Для группы «вальпроат многократный» эти данные соответствует данным временной доли актов, связанных с потомством в гнезде, которая превышала таковую в группе «вальпроат однократный» и в группе исходных самок (Рис. 9).
У самок группы «вальпроат многократный» также наблюдалось достоверное снижение исследовательского поведения в клетке по сравнению с исходными самками и самками группы «физ. раствор однократный» (Рис. 10).
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Рис. 9 Обследование детёнышей в гнезде, процентная доля количества актов. Среднее значение ± стандартная ошибка * p<0,05 Группа "исходные самки": n= 6; "интактные": n= 4; группа "физ. раствор однократный": n= 3; группа "физ. раствор многократный": n= 2; группа "вальпроат однократный": n= 3; группа "вальпроат многократный": n= 7 (n – количество самок в группе)
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Рис. 10 Активное обследование клетки, процентная доля количества актов. Среднее значение ± стандартная ошибка * p<0,05, *** p<0,005 Группа "исходные самки": n= 6; "интактные": n= 4; группа "физ. раствор однократный": n= 3; группа "физ. раствор многократный": n= 2; группа "вальпроат однократный": n= 3; группа "вальпроат многократный": n= 7 (n – количество самок в группе)
Таблица 3. Процентная доля количества актов каждого типа (среднее значение по группе ± стандартное отклонение; в скобках указаны номера групп, между которыми наблюдаются достоверные отличия)
	По категориям:
	Группа
	Достоверность p для генеральной выборки

	
	исходная самка
	интак
	ф/р одн
	ф/р мн
	вальп одн
	вальп мн
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	

	Поведение в гнезде, связанное с потомством
	Обследует детей в гнезде
	6,3±1,70
	9,4±3,51
	13,1±11,78
	9,4±0,33
	5,6±2,06
	12,2±2,80
	0,029 (1-6)

	
	 
	
	
	
	
	
	
	0,046 (5-6)

	
	 
	
	
	
	
	
	
	0,047 (1-3)

	
	Поза ухода за детьми (кормит)
	7,5±3,93
	5,7±5,82
	7,9±4,69
	2,4±2,22
	6,4±5,49
	10,2±10,31
	

	
	Чистит детей
	1,7±2,96
	1,6±2,47
	0,7±0,77
	0,8±1,14
	1,8±1,68
	1,4±0,84
	

	
	Кормит и чистит детенышей одновременно
	6,3±3,44
	5,1±5,90
	5,0±1,49
	0,7±0,93
	4,2±5,44
	7,8±10,68
	

	
	Самка под опилками
	0,4±0,50
	2,8±4,28
	1,5±2,67
	3,2±1,08
	3,8±3,63
	2,2±3,07
	

	Поведение в гнезде, не связанное с потомством
	Чистит в гнезде себя или мышонка
	0,5±0,78
	0,0±0,00
	0,3±0,44
	1,3±1,86
	2,9±4,16
	0,1±0,33
	0,013(5-6)

	
	 
	
	
	
	
	
	
	0,018 (2-5)

	
	 
	
	
	
	
	
	
	0,029 (1-5)

	
	 
	
	
	
	
	
	
	0,040(3-5)

	
	Вход в гнездо
	6,0±1,67
	6,3±3,29
	6,1±3,39
	7,8±1,95
	4,5±0,41
	6,1±2,54
	

	
	Выход из гнезда
	5,3±1,85
	5,5±2,88
	3,4±4,44
	7,2±1,02
	3,6±0,71
	5,2±2,43
	

	
	Не делает ничего определённого в гнезде
	10,9±4,47
	14,5±6,29
	13,0±12,21
	15,7±3,90
	12,2±4,22
	15,6±6,81
	

	
	Чистит себя в гнезде
	0,1±0,17
	0,3±0,63
	0,0±0,00
	0,7±0,93
	0,0±0,00
	0,3±0,57
	

	
	Занимается гнездом
	7,6±6,76
	8,11±3,27
	7,7±10,19
	13,2±12,97
	14,0±7,09
	11,7±6,19
	

	Поведение вне гнезда, не связанное с потомством
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	Активное обследование клетки
	21,7±5,32
	16,0±1,30
	19,4±6,59
	19,9±9,51
	16,5±2,96
	12,4±2,79
	0,0016(1-6)

	
	 
	
	
	
	
	
	
	0,038 (3-6)

	
	Роет опилки
	5,9±4,31
	0,7±0,55
	1,9±2,71
	0,4±0,57
	2,4±2,72
	1,8±2,60
	0,013 (1-2)

	
	 
	
	
	
	
	
	
	0,021 (1-6)

	
	Стойки (подняты обе передние лапы)
	2,5±1,84
	5,2±4,70
	5,3±5,7
	5,6±7,98
	2,0±1,72
	1,3±1,34
	

	
	Пассивное обследование
	4,7±2,86
	6,1±7,95
	6,1±4,29
	2,4±3,42
	6,2±7,07
	3,6±3,51
	

	
	Отдых. Не обследует
	0,1±0,21
	1,2±2,40
	0,4±0,73
	0,0±0,00
	2,6±4,44
	0,5±1,30
	

	
	Чистит себя вне гнезда
	1,2±1,34
	3,0±6,00
	0,7±0,63
	0,8±1,14
	2,0±2,22
	0,9±1,32
	

	
	Ест, пьёт
	1,1±2,41
	2,0±2,11
	0,42±0,73
	0,0±0,00
	0,00±0,00
	0,1±0,35
	

	
	Лазает по решетке
	0,1±0,17
	0,2±0,40
	0,8±1,45
	0,8±1,14
	0,0±0,00
	0,0±0,00
	0,046 (3-6)

	Поведение вне гнезда, связанное с потомством
	Обследует детенышей вне гнезда
	6,8±6,57
	2,2±1,26
	3,9±4,92
	2,0±0,78
	5,9±4,09
	2,7±2,52
	

	
	Перенос по клетке
	3,4±2,19
	3,8±1,52
	2,2±2,20
	5,9±0,84
	3,2±1,00
	3,8±1,27
	


В частоте таких важных актов материнского поведения, как кормление и груминг детёнышей, достоверных отличий обнаружено не было.

Таким образом,
·  поведение исходных самок характеризовалось увеличенной частотой актов рытья опилок вне гнезда из-за повышенной относительно других групп возбудимости
·  самки групп «физ. раствор однократный» и «вальпроат многократный» обследовали детей в гнезде достоверно чаще, чем исходные самки и группа «вальпроат однократный»
·  наименьший уровень исследовательского поведения наблюдался у самок группы «вальпроат многократный»
ВЫВОДЫ
1. экспериментальные воздействия на детенышей не влияли на латентность их переноса в гнездо исходными самками

2. самки, подвергавшиеся экспериментальным воздействиям, тратили на тест переноса больше времени, чем интактные

3. малая длительность теста переноса не отражает высокого уровня материнской заботы самки

4. увеличение временной доли актов, связанных с потомством в гнезде, происходило в группах самок, подвергавшихся многократным инъекциям

5. самки с однократным введением вальпроата демонстрировали худшие результаты обучения и материнской заботы

6. многократное введение физ. раствора улучшало обучение самок-детёнышей и, вероятно, благотворно влияло на скорость возвращения в гнездо детёнышей; в дальнейшем необходим дополнительный набор материала в эту группу
7. прямое влияние многократного введения вальпроата на обучение самок не наблюдалось, однако улучшалось материнское поведение самок, подвергшихся данному воздействию
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