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АННОТАЦИЯ
Цель исследования — оценка влияния гепарина и этанола на ориентировочно-исследовательское поведе-

ние крыс в тесте «Открытое поле». Экспериментальным животным (крысы-самцы массой 200 ± 10 г) внутрибрю-
шинно вводили высокомолекулярный гепарин и спирт этиловый и затем помещали в установку для тестирова-
ния поведенческих реакций. Установлено, что этанол (5 г/кг) при внутрибрюшинном введении снижает показа-
тели ориентировочно-исследовательского поведения, которые не восстанавливаются через 24 ч. Гепарин при со-
четанной инъекции с этанолом разнонаправленно влияет на вертикальную и горизонтальную активность крыс, 
однако через 24 часа от момента введения наблюдается восстановление поведенческих реакций. Предполагает-
ся, что гепарин вступает во взаимодействие с этанолом с образованием комплекса и частичной блокадой токси-
ческого действия этанола.

ABSTRACT 

The aim of the study is to assess the effect of heparin and ethanol on the orientation and exploratory behavior (loco-
motion) of rats in the Open fi eld test. Experimental animals (male rats weighing 200 ± 10 g) were intraperitoneally injected 
with high molecular heparin and ethyl alcohol and then placed in a behavioral response testing set. It was found that 
ethanol (5 g/kg) in intraperitoneal administration reduces the parameters of orientation exploratory behavior which does 
not recover after 24 hours. Heparin in combined injection with ethanol affects the vertical and horizontal activity of rats in 
different directions, but a recovery of behavioral responses is observed after 24 hours from the moment of administration. 
Heparin is believed to interact with ethanol to form a complex and partially block the ethanol toxic effect.

Ключевые слова: этанол, гепарин, открытое поле (тест), локомоция, вертикальные стойки.

Keywords: ethanol, heparin, Open fi eld test, locomotion, upright postures.

ВВЕДЕНИЕ

Введение алкоголя в зависимости от его 
дозы вызывает стрессовые, неспецифические ре-
акции организма. На нейрохимическом уров-
не этанол избирательно воздействует на функ-

IN TRODUCTION

The administration of alcohol depending on 
its dose causes stressful, non-specifi c body reac-
tions. At neurochemical level, ethanol selectively 
affects the function of catecholaminergic, choliner-
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цию катехоламинергических, холинергических, 
ГАМК-ергических и пептидергических нейрон-
ных систем [1]. Этанол может затрагивать эти си-
стемы непосредственно и/или влиять на взаи-
модействия между ними, что и обусловливает те 
или иные эффекты этанола [2–4].

Выявление взаимосвязей между гамма-
аминомасляной кислотой (ГАМК) и этанолом и 
интерес к системе ГАМК при алкогольной инток-
сикации связаны с ее ролью как медиатора тормо-
жения в ЦНС [5]. По вызываемым эффектам (се-
дативный, гипнотический, миорелаксирующий) 
этанол подобен транквилизаторам [6]. Он потен-
цирует действие ГАМК-агонистов, бензодиазе-
пинов, барбитуратов. Очевидно, что острое воз-
действие этанола усиливает ГАМК-ергическую 
трансмиссию, повышает сродство бензодиазепи-
новых рецепторов к 3Н-диазепаму [7].

Через 1 ч после внутрибрюшинного введения 
этанола в дозе 4.3 г/кг наблюдалось увеличение 
ГАМК на 34–38 % в ткани мозга крыс. У мышей, 
заснувших после инъекции этанола, содержание 
ГАМК было выше на 35 % по сравнению с содержа-
нием в мозге проснувшихся мышей. После одно-
кратного введения этанола (4 г/кг внутрибрюшин-
но) содержание ГАМК увеличивалось на 10–30 % 
в коре больших полушарий, подбугровой области 
и продолговатом мозге мышей. У мышей с разной 
продолжительностью этанолового сна наблюдает-
ся различие в содержании ГАМК в мозге [5].

Ранее нами было показано, что предвари-
тельное введение гепарина или сочетанное вве-
дение гепарина и этанола сопровождается сни-
жением продолжительности сна, вызванного 
этанолом. Обратная картина наблюдается при 
блокаде эндогенного гепарина протамин суль-
фатом. В этом случае продолжительность этано-
лового сна увеличивается в 1.5–2 раза [8]. Одна-
ко исследования влияния гепарина и этанола на 
поведенческие реакции крыс в тесте «Открытое 
поле» имеют фрагментарный характер, в связи 
с чем и были выполнены данные эксперименты.

ЦЕЛЬ  ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценить влияние гепарина и этанола на 
ориентировочно-исследовательское поведение 
крыс в тесте «Открытое поле» в зависимости от 
последовательности введений и времени, про-
шедшего с момента введения.

МАТЕРИАЛЫ  И  МЕТОДЫ

Для исследования были использованы 60 
половозрелых беспородных крыс-самцов массой 
200 ± 10 г, содержащихся на общем рационе ви-

gic, GABAergic, and peptidergic neural systems [1]. 
Ethanol can affect these systems directly and/or 
infl uence interactions between them, which causes 
certain effects of ethanol [2–4].

The identifi cation of relationships between 
gamma-aminobutyric acid (GABA) and ethanol, 
and interest in GABA system in alcoholic intoxica-
tion are related to its role as an inhibitory mediator 
in the central nervous system (CNS) [5]. According 
to the induced effects such as sedative, hypnotic, 
and myorelaxing, ethanol is similar to tranquilizers 
[6]. It potentiates the action of GABAergic agonists, 
benzodiazepines, barbiturates. It is apparent that 
the acute effect of ethanol enhances the GABAergic 
transmission, increases the affi nity of benzodia-
zepine receptors for 3H-diazepam [7].

In 1 hour after intraperitoneal administration 
of ethanol in dose of 4.3 g/kg the 34–38% increase 
in GABA was observed in rats’ brain tissue. In mice 
fallen asleep after ethanol injection, the GABA con-
tent was 35% higher comparing to the content in the 
brain of awakened mice. After single intraperitone-
al injection of ethanol (4 g/kg), the GABA content 
increased by 10–30% in the cerebral cortex, hypo-
thalamus and medulla oblongata of mice. There is a 
difference in the GABA content in the brain of mice 
with different duration of ethanol sleep [5].

We have previously shown that heparin pre-
administration or combined administration of hep-
arin and ethanol is accompanied by a reduction in 
the duration of sleep caused by ethanol. The reverse 
picture is observed when endogenous heparin is 
blocked by protamine sulfate. In this case, the du-
ration of ethanol sleep increases by 1.5–2 times [8]. 
However, studies of heparin and ethanol effects on 
rat behavioral responses in the Open fi eld test are 
fragmented, and therefore these experiments were 
performed.

A IM OF THE R ESE A RCH

To evaluate the effect of heparin and ethanol on 
rats’ orientation exploratory behavior in the Open 
fi eld test depending on the sequence of administra-
tion and the time elapsed since injection.

M ATER I A LS A ND METHODS

60 sexually mature outbred male rats weighing 
200 ± 10 kept on general vivarium diet were used 
for the study. The studies were carried out in ac-
cordance with the rules of work and use of experi-
mental animals (Appendix to the the Ministry of 
Health of the USSR Order No. 775 from 12.08.1977), 
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вария. Исследования осуществляли в соответ-
ствии с правилами проведения работ и исполь-
зования экспериментальных животных (Прило-
жение к Приказу МЗ СССР № 775 от 12.08.1977), 
«Европейской конвенцией о защите позвоноч-
ных животных, используемых для эксперимен-
тов или в иных научных целях» от 18.03.1986 и 
ФЗ РФ «О защите животных от жестокого обра-
щения» от 01.01.1997. 

В качестве исследуемых веществ использо-
вались следующие препараты: 1) высокомолеку-
лярный гепарин производства Московского эн-
докринного завода, содержащий в 1 мл раствора 
5000 МЕ (1 МЕ = 0.0077 мг); 2) спирт этиловый 
ректификат. Исследуемые вещества разводили 
физиологическим раствором (физраствором) и 
вводили внутрибрюшинно в объеме 1 мл в опре-
деленной последовательности, предусмотрен-
ной условиями опыта. Время между введениями 
было постоянным и составляло 10 мин.

Установка для тестирования поведенче-
ских реакций крыс представляет собой прямо-
угольную камеру 100 × 100 см с пластмассовы-
ми стенками высотой 40 см. Пол изготовлен из 
белого пластика, на нем черной краской нанесе-
на решетка, делящая его на 25 равных квадра-
тов 20 × 20 см. Освещённость площадки во вре-
мя опыта 200 лк.

Животное помещается в центральный ква-
драт, и за ним ведется наблюдение. Визуально 
подсчитывается количество отдельных поведен-
ческих актов, выполненных в течение 5 мин. За-
пись осуществляется вручную с последующей 
обработкой на компьютере, каждому поведенче-
скому акту соответствует собственный код: ло-
комоция, вертикальные стойки, опосредованно 
связанные с ориентировочно-исследовательским 
поведением [9–11]. 

Статистическая обработка эксперименталь-
ных данных была выполнена с помощью про-
граммы «Биостат». Для сравнения нескольких 
групп использовали критерий Стьюдента для 
множественных сравнений [12].

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ

Внутрибрюшинное введение этанола в дозе 
5 г/кг (тестовая доза) сопровождалось снижени-
ем локомоторной активности крыс в течение все-
го времени наблюдения (1, 6 и 24 ч). Максималь-
ное снижение горизонтальной активности от-
носительно контроля отмечалось через 24 ч по-
сле введения этанола и составляло 11.3 ± 1.1 акта/
5 мин против 30.3 ± 4.3 акта/5 мин в группе кон-
троля (введение физраствора) (таблица).

“European Convention for the Protection of Ver-
tebrate Animals Used for Experimental and other 
Scientifi c Purposes” from 18.03.1986 and the Fe-
deral Law of the Russian Federation “On the Pro-
tection of Animals against Cruel Treatment” from 
01.01.1997.

The following preparations were used as test 
substances: 1) high molecular heparin produced by 
the Moscow Endocrine Plant containing 5000 IU in 
1 ml of the solution (1 IU = 0.0077 mg); 2) rectifi ed 
ethyl alcohol. The test substances were diluted in 
normal saline solution and administered intraperi-
toneally in the volume of 1 ml in a certain sequence 
provided by experimental conditions. The time be-
tween injections was 10 min constantly.

The rats’ behavioral reactions testing set is a 
rectangular chamber 100 × 100 cm with plastic 
walls of 40 cm high. The fl oor is made of white plas-
tic with a black painted grid on it. The grid divides 
the fl oor into 25 equal squares 20 × 20 cm. The il-
lumination of the site during experiment is 200 lx.

An animal is placed in the central square and 
monitored. The number of individual behavioral 
acts performed during 5 minutes is visually count-
ed. The recording is carried out manually with sub-
sequent processing on a computer. Each behavioral 
act corresponds to its own code: locomotion, up-
right postures indirectly related to orientation ex-
ploratory behavior [9–11].

Statistical processing of experimental data was 
carried out using “Biostat” program, Student t-test 
for multiple comparisons was used to compare se-
veral groups [12].

R ESULTS A ND DISCUSSION

Intraperitoneal administration of ethanol at a 
dose of 5 g/kg (test dose) was accompanied by de-
crease in rat locomotor activity throughout the ob-
servation time (1, 6 and 24 hours). The maximum 
decrease in horizontal activity as compared to the 
control was observed in 24 hours after the injec-
tion of ethanol and was 11.3 ± 1.1 act/5 min versus 
30.3 ± 4.3 act/5 min in the control group (injection 
of normal saline) (Table).

Heparin injection at a dose of 500 IU/kg after 
the previous ethanol injection (test dose) reverses 
the picture of locomotor activity, increasing the 
indices of behavioral acts both in relation to the 
control and in relation to the data obtained with 
ethanol injection. Administration of preparations 
according to the scheme “heparin, then ethanol” 
differs from the previous series as horizontal activ-
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Инъекция гепарина в дозе 500 МЕ/кг на 
фоне действия этанола (тестовая доза) реверси-
рует картину локомоторной активности, увели-
чивая показатели поведенческих актов как от-
носительно контроля, так и относительно дан-
ных, полученных при инъекции этанола. Введе-
ние по схеме «гепарин, затем этанол» отличает-
ся от предыдущей серии тем, что через 1 ч после 
применения гепарина и этанола горизонталь-
ная активность снижается до 16.7 ± 1.7 акта/5 мин 
(в предыдущей серии 52.0 ± 4.8 акта/5 мин), а к 
24 ч восстанавливаются высокие показатели ло-
комоции (см. таблицу).

Введение инкубированной при 37 °С в тече-
ние 30 мин in vitro смеси гепарина с этанолом 
в соотношении 1 : 20 вызывает снижение локо-
моции через 1 час после инъекции, а через 6 и 
24 ч — ее увеличение до 46–47 актов/5 мин (см. 
таблицу).

Согласно гипотезе Я. Буреша и соавт. [10], 
помещение животного в новое окружение ве-
дет к возникновению исследовательского по-
ведения, которому в то же время препятству-
ют условия, вызывающие страх. Две антагони-
стические тенденции характеризуются разной 
протяженностью во времени. По этой причине, 
несмотря на уменьшение страха, горизонталь-
ная активность животного  к концу первой се-
рии опытов снижается. В наших эксперимен-
тах через 24 ч после введения этанола показа-
тели локомоции резко снижаются, а при соче-
танном действии этанола с гепарином наблю-
дается достоверное повышение горизонтальной 
активности, что, видимо, связано со снижением 
тревожно-фобической реакции и потенцирова-

ity is reduced to 16.7 ± 1.7 act/5 min in 1 hour af-
ter heparin and ethanol injections (in the previous 
series 52.0 ± 4.8 act/5 min), and by 24 hours high 
indices of locomotion are restored (Table).

Administration of mixture of heparin and et-
hanol in 1 : 20 ratio incubated at 37°C for 30 min 
in vitro causes a decrease in locomotion in 1 hour 
after injection, and an increase up to 46–47 acts/
5 min in 6 and 24 hours (Table).

According to the hypothesis of J. Buresh et al. 
[10], placing an animal in a new environment leads 
to the emergence of exploratory behavior which at 
the same time is hindered by the conditions caus-
ing fear. The two antagonistic tendencies differ in 
length over time. Therefore, despite reduced fear, 
the horizontal activity of the animal is reduced by 
the end of the fi rst series of experiments. In our ex-
periments, 24 hours after the injection of ethanol, 
the locomotion indices are sharply decreased, and 
with ethanol and heparin combined action, a sig-
nifi cant increase in horizontal activity is observed, 
which is probably due to a decrease in the anxiety-
phobic response and potentiation of the orientation 
exploratory refl ex.

One of the indicators of the exploratory be-
havior of rats is the evaluation of the number of 
upright postures within 5 minutes, given that the 
experimental conditions are similar to those taken 
into account in the study of horizontal activity. On 
ethanol intraperitoneal administration at a dose of 
5 g/kg, the number of upright postures decreased 
relative to the control values, and no recovery was 
observed in 24 hours after its administration (see 
Fig.).

Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении этанола и гепарина (актов/5 мин)
Rats locomotion in Open fi eld test on ethanol and heparin administration (acts/5 min)

Условия эксперимента
Experimental conditions

Время после введения, ч / Time after administration, h

1 6 24

Физраствор (контроль) / Normal saline (control) 34.6 ± 4.9 30.0 ± 3.8 30.3 ± 4.3

Гепарин (500 МЕ/кг) / Heparin (500 IU/kg) 28.6 ± 3.1* 25.0 ± 2.2 24.5 ± 3.7

Этанол (5 г/кг) / Ethanol (5 g/kg) 31.3 ± 3.6 22.7 ± 2.3 11.3 ± 1.1*

Этанол (5 г/кг), затем гепарин (500 МЕ/кг)
Ethanol (5 g/kg), then heparin (500 IU/kg)

52.0 ± 4.8* 47.3 ± 3.9* 46.0 ± 3.8*

Гепарин (500 МЕ/кг), затем этанол (5 г/кг)
Heparin (500 IU/kg), then  ethanol (5 g/kg)

16.7 ± 1.7* 20.3 ± 1.6* 41.4 ± 3.7*

Гепарин + этанол (1 : 20) / Heparin + ethanol (1 : 20) 26.3 ± 2.2* 47.5 ± 3.5* 46.7 ± 3.2*

*Различия между контрольной и экспериментальными группами статистически значимы (р ≤ 0.05).
  Differences between the control and the experimental groups are statistically signifi cant (р ≤ 0.05).
Различия между группами «Этанол» и «Этанол, затем гепарин», «Гепарин, затем этанол», «Гепарин + этанол» статистически  
значимы (р ≤ 0.05).

   Differences between the following groups “Ethanol” and “Ethanol, then Heparin”, “Heparin, then  ethanol”, “Heparin + ethanol” are 
statistically signifi cant (р ≤ 0.05). 
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нием ориентировочно-исследовательского реф-
лекса.

Одним из показателей исследовательского 
поведения крыс является оценка количества вер-
тикальных стоек в течение 5 мин, причем усло-
вия экспериментов аналогичны тем, которые 
учитывались при исследовании горизонтальной 
активности. При внутрибрюшинном введении 
этанола в дозе 5 г/кг количество вертикальных 
стоек снижается относительно контрольных ве-
личин, причем восстановления через 24 ч после 
введения не наблюдалось (рисунок).

Гепарин и этанол, в зависимости от последо-
вательности введений, разнонаправленно влия-
ют на количество актов вертикальной активно-
сти. При инъекции гепарина в дозе 500 МЕ/кг 
на фоне действия этанола количество верти-
кальных стоек относительно контроля снижа-
ется. При использовании реверсивной последо-
вательности введений, т. е. этанол на фоне гепа-
рина, значительные изменения наблюдаются че-
рез 24 ч после инъекции, причем в этот времен-
ной промежуток количество вертикальных сто-

Heparin and ethanol, depending on the se-
quence of administration, have a multidirectional 
effect on the number of vertical activity acts. When 
heparin is injected at a dose of 500 IU/kg against 
the background of ethanol, the number of upright 
postures in reference to the control decreases. 
When using a reverse sequence of injections, i.e. 
ethanol against the background of heparin, signifi -
cant changes are observed in 24 hours after injec-
tion. Notably during this period the number of up-
right postures reaches 8.0 ± 1.2 act/5 min versus 
5.3 ± 1.2 in the control group and 3.0 ± 0.3 act/
5 min in the ethanol group administration. When 
heparin and ethanol are combined as a mixture in 
1 : 20, in 1 and 6 hours the number of upright pos-
tures is signifi cantly lower in reference to both the 
control and the ethanol-only groups (see Fig.).

Analyzing the obtained data, it can be conclud-
ed that ethanol alters rats’ behavioral responses, 
reducing horizontal and vertical activity, thus par-
tially blocking orientation exploratory refl exes. At 
the neurochemical level, ethanol is known to se-
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Вертикальные стойки (актов/5 мин) крыс в тесте «Открытое поле» при введении этанола и гепарина
(1 — интактные крысы; 2 — физраствор (контроль); 3 — гепарин (500 МЕ/кг); 4 — этанол (5.0 г/кг); 5 — этанол, затем гепарин; 

6 — гепарин, затем этанол; 7 — гепарин + этанол (1 : 20); *различия между контрольной и экспериментальными группами стати-
стически значимы (р ≤ 0.05); различия между группами 4–7 статистически значимы (р ≤ 0.05)

Rats’ upright postures (acts/5 min) in Open fi eld test in ethanol and heparin administration
(1 — intact rats; 2 — normal saline (control); 3 — heparin (500 IU/kg); 4 — ethanol (5.0 g/kg); 5 — ethanol, then heparin; 6 — heparin, 
then ethanol; 7 — heparin + ethanol (1 : 20); * differences between the control and the experimental groups are statistically signifi cant 

(р ≤ 0.05); differences between groups 4–7 are statistically signifi cant (р ≤ 0.05)
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ек достигает 8.0 ± 1.2 акта/5 мин против 5.3 ± 1.2 
в контроле и 3.0 ± 0.3 акта/5 мин — при введе-
нии этанола. При сочетанном введении гепари-
на с этанолом в виде смеси в соотношении 1 : 20 
через 1 и 6 ч количество вертикальных стоек до-
стоверно ниже как относительно контроля, так и 
группы, в которой использовался только этанол 
(см. рисунок).

Анализируя полученные данные, можно 
заключить, что этанол изменяет поведенческие 
реакции крыс, снижая горизонтальную и верти-
кальную активность, частично блокируя, таким 
образом, ориентировочно-исследовательские 
рефлексы. Как известно, на нейрохимическом 
уровне этанол избирательно воздействует на 
функцию катехоламинергических, холинерги-
ческих, ГАМК-ергических и пептидергических 
нейронных систем. Ранее было показано, что ге-
парин снижает время наркотического сна, вы-
званного гамма-оксимасляной кислотой, явля-
ющейся функциональным аналогом ГАМК [13]. 
Очевидно, что острое воздействие этанола уси-
ливает ГАМК-ергическую трансмиссию [5].

Гепарин разнонаправленно действует на реа-
лизацию исследовательских рефлексов экспери-
ментальных животных в зависимости от после-
довательности его введений и времени, прошед-
шего с момента введения. Так, если при введении 
этанола восстановления исследуемых показате-
лей в течение 24 часов от момента инъекции не 
наблюдается, то при сочетанном применении эта-
нола и гепарина в разных вариациях в большин-
стве случаев регистрируется полное восстановле-
ние, а часто и увеличение горизонтальной и вер-
тикальной активности относительно контроль-
ных величин. Одним из возможных механизмов 
антидотного действия гепарина является его из-
вестная способность образовывать комплексные 
соединения с большим количеством химических 
соединений различной структуры. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований вы-
явлено, что в присутствии гепарина локомотор-
ная активность крыс снижается в значительно 
меньшей степени, чем при введении только эта-
нола. Ориентировочно-исследовательское по-
ведение животных (вертикальные стойки) при 
предварительном введении гепарина изменяют-

lectively affect the function of catecholaminergic, 
cholinergic, GABAergic, and peptidergic neural 
systems. It has been previously shown that heparin 
reduces the time of drug induced sleep caused by 
gamma-oxybutyric acid, which is a functional ana-
logue of GABA [13]. It is apparent that the acute ef-
fect of ethanol enhances the GABAergic transmis-
sion [5].

Heparin has a multidirectional effect on the 
implementation of the exploratory refl exes of ex-
perimental animals depending on the sequence of 
its administration and the time from dosing. So, 
when ethanol is administered, no recovery of the 
test values is observed within 24 hours from the 
moment of injection; then with the combined use of 
ethanol and heparin in different variations in ma-
jority of cases the complete recovery, and often an 
increase in horizontal and vertical activity in refe-
rence to the control values is registered. One pos-
sible mechanism of antidote action of heparin is its 
known ability to form complex compounds with a 
large number of chemicals of different structure. 

CONCLUSION

As a result of the conducted studies, it was 
found that in the presence of heparin, rats’ locomo-
tor activity decreases to a much lesser extent than 
when ethanol alone is administered. The orienta-
tion exploratory behavior of animals (upright pos-
tures) in case of preliminary administration of he-
parin is changed in similar way. The authors believe 
that this effect is connected with the interaction of 
heparin with ethanol, and formation of the complex 
compound in which ethanol activity is signifi cantly 
reduced.

Confl ict of interest. The authors declare no 
confl ict of interest.

ся аналогичным способом. Авторы считают, что 
этот эффект связан с взаимодействием гепарина 
с этанолом с образованием комплексного соеди-
нения, при котором активность этанола в значи-
тельной степени снижается.
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