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Оксид азота (NO) и серотонин играют важную роль в обеспечении функциони-
рования медиальной префронтальной коры, но их взаимодействие исследова-
но мало. Целью работы было изучение влияний локальных нитрергических
сигналов на активность серотониновой системы этой корковой области. На
крысах-самцах линии Спрег-Доули методом прижизненного внутримозгового
микродиализа показано, что введения в медиальную префронтальную кору до-
нора NO диэтиламин ноноата (0.1, 0.5, 1 мМ) приводят к увеличению уровня
внеклеточного серотонина в этой области, коррелирующему в первые 15 мин
введения с концентрацией вводимого препарата. Введение диэтиламин ноно-
ата в концентрации 2.5 мМ снижало этот показатель. Инфузия в медиальную
префронтальную кору ингибитора NO-синтазы N-нитро-L-аргинина (0.5 мМ)
уменьшала фоновый уровень внеклеточного серотонина в данной области ко-
ры, а также задерживала и ослабляла подъем этого показателя, вызываемый
локальным введением селективного ингибитора обратного захвата серотонина
флуоксетина (10 мкМ). Полученные данные свидетельствуют, что в медиаль-
ной префронтальной коре в состоянии спокойного бодрствования тонические
эндогенные нитрергические сигналы, а также их умеренное фармакологиче-
ское усиление введениями донора NO оказывают активационные влияния на
серотониновую систему этой области путем увеличения пула внеклеточного
серотонина, а более значительная нитрергическая стимуляция действует про-
тивоположным образом.
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Газообразный межклеточный мессенджер оксид азота (NO), продуцируемый
живыми организмами в ряду от бактерий до млекопитающих, играет важную роль
в регуляции многих физиологических и патологических процессов, включая ней-
рогенез, нейротрансмиссию, модуляцию болевой чувствительности, сердечно-со-
судистый гомеостаз, обучение, нейродегенерацию, воспаление и др. [1]. Нейроны,
экспрессирующие нейронную изоформу NO-синтазы (nNOS – фермент, катали-
зирующий образование NO из аргинина [2]), широко распространены в ЦНС [3].
У крыс высокая плотность иммунореактивности к nNOS выявлена в серотонинер-
гических ядрах шва и средняя плотность – в иннервируемых этими ядрами обла-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



370 САУЛЬСКАЯ и др.

стях мозга, включая медиальную префронтальную кору (мПК) [3], что создает
предпосылки для NO-серотонинового взаимодействия. В соответствии с этим по-
казано участие NO в регуляции синтеза, выброса, метаболизма и обратного захвата
серотонина в ЦНС [4, 5]. В частности, в экспериментах in vivo (микродиализ, push-
pull канюльная соперфузия) установлено, что NO регулирует высвобождение серо-
тонина в ряде отделов мозга, причем, знак таких влияний варьирует от структуры к
структуре и зависит от концентрации NO [4]. Ранее мы продемонстрировали, что в
мПК локальные нитрергические сигналы тоже могут оказывать влияние на актив-
ность серотониновой системы этой области, поскольку введение в мПК донора
NO диэтиламин ноноата (DEA, 1 мМ) приводит к кратковременному подъему в
ней уровня внеклеточного серотонина [6]. Вместе с тем, остается не выясненным,
является ли такой эффект экзогенной нитрергической стимуляции мПК дозозави-
симым, а значит, физиологически релевантным, нет сведений, участвуют ли эндо-
генные нитрергические сигналы мПК в регуляции активности серотониновой си-
стемы этой корковой области. Настоящая работа посвящена выяснению этих во-
просов. С этой целью, во-первых, исследованы влияния нитрергической
стимуляции мПК локальными введениями донора NO DEA в широком диапазоне
концентраций (0.1–2.5 мМ) на уровень внеклеточного серотонина в этой области ко-
ры. Во-вторых, изучены эффекты введения в мПК ингибитора NO-синтазы N-нит-
ро-L-аргинина (блокирующего образование эндогенного NO) на фоновый уровень
внеклеточного серотонина в мПК и на его увеличение, вызываемое локальной
блокадой обратного захвата серотонина. Таких сведений в литературе нет. Акту-
альность этих исследований определяется важной ролью мПК в регуляции физио-
логических функций в норме и при психопатологии [7] и все возрастающим объе-
мом сведений о вкладе в такую регуляцию как серотонинергических [8], так и нит-
рергических [9] механизмов мПК.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на самцах крыс линии Спрег-Доули (320–390 г) из биокол-
лекции “Коллекция лабораторных млекопитающих разной таксономической при-
надлежности” Института физиологии им. И.П. Павлова РАН. Животные этой ли-
нии характеризуются пониженным уровнем кортикостерона и гормонов щитовид-
ной железы (T3 и T4) в крови по сравнению с крысами линии Вистар [10], что
делает их более спокойными и удобными в работе в ходе длительных микродиализ-
ных экспериментов, проводимых нами без ограничений двигательной активности
животного. Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием крыс, соот-
ветствовали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, прин-
ципам Базельской декларации и рекомендациям комиссии по работе с животными
Института физиологии им. И.П. Павлова РАН. Крыс содержали в условиях есте-
ственного светового режима и свободного доступа к воде и пище.

Крысам (n = 31) имплантировали диализные канюли в правую мПК. Детали им-
плантации опубликованы нами ранее [11]. Микродиализные эксперименты прово-
дили через 2 дня после имплантации. Введения фармакологических препаратов
осуществляли методом диализной инфузии, добавляя их в искусственную спинно-
мозговую жидкость (ИСМЖ), постоянно протекающую через диализную канюлю
в ходе эксперимента. Смену растворов вводимых препаратов осуществляли пере-
ключением потока жидкости с одного канала диализного насоса на другой. Экспе-
римент состоял из нескольких этапов. Коротко, у животного, находящегося в
дневной домашней клетке, в течение часа проводили диализную перфузию мПК
ИСМЖ (1 мкл/мин) без сбора диализата (стабилизационный период). Затем соби-
рали 5 фоновых порций диализата (каждая по 15 мин), после чего животных разде-
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ляли на 4 группы. Крысам группы 1 (n = 8) в ИСМЖ добавляли донор NO – натри-
евую соль диэтиламин ноноата (DEA, “Sigma”, США) в концентрации 0.1 мМ, а
крысам группы 2 (n = 8) – DEA в концентрации 1 мМ и собирали по 4 пятнадцати-
минутных порции диализата. После этого с животными группы 2 эксперименты
завершали, а крысам группы 1 продолжали вводить DEA в мПК сначала в концен-
трации 0.5 мМ, затем в концентрации 2.5 мМ (по 1 ч каждая концентрация). Жи-
вотным группы 3 (n = 9) после сбора фоновых порций диализата в ИСМЖ для пер-
фузии мПК добавляли селективный ингибитор обратного захвата серотонина флу-
оксетин (FLU, 10 мкМ), после чего собирали 5 порций диализата. Крысам группы
4 (n = 6) после сбора фоновых порций диализата в ИСМЖ добавляли сначала ин-
гибитор NO- синтазы N-нитро-L-аргинин (NA, 0.5 мМ), а через 75 мин этот рас-
твор заменяли на смесь 0.5 мМ NA и 10 мкМ FLU. Через 75 мин диализную перфу-
зию завершали. Диализат собирали каждые 15 мин и немедленно анализировали в
течение всего периода эксперимента.

Содержание серотонина в диализате мПК исследовали методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии с электрохимической детекцией, как было
описано ранее [12]. Уровень серотонина в образцах диализата представляли снача-
ла в нМ/л, а затем – в процентах к собственному среднему фоновому уровню. По
завершении экспериментов животных забивали [см. 6] и извлекали мозг для после-
дующего морфологического контроля. Критерием отбора животного для статисти-
ческой обработки была локализация диализного участка канюли в мПК.

Для статистической обработки использовали пакет SigmaStat (3.0). Данные
представляли как среднее ± стандартная ошибка среднего. Изменения уровня вне-
клеточного серотонина относительно фона оценивали методом однофакторного
дисперсионного анализа (фактор – время; F-критерий) с апостериорным анализом
(post hoc) по t-критерию Бонферрони. Для сравнения эффектов разных концен-
траций DEA на уровень внеклеточного серотонина применяли однофакторный
дисперсионный анализ (фактор – концентрация; F-критерий) и анализ post hoc по
t-критерию Бонферрони. Для межгруппового сравнения использовали двухфак-
торный дисперсионный анализ (факторы – группа и время, F-критерий) в сочета-
нии с анализом post hoc по t-критерию Бонферрони. Коэффициент корреляции
вычисляли по методу Пирсона.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Величины фонового уровня внеклеточного серотонина в диализате мПК жи-
вотных экспериметальных групп были следующими: группа 1 – 0.23 ± 0.01 нМ
(n = 8); группа 2 – 0.24 ± 0.03 нМ (n = 8), группа 3 – 0.24 ± 0.02 нМ (n = 9); группа
4 – 0.21 ± 0.01 нМ (n = 6), что близко к ранее опубликованным результатам [12]. Не
было выявлено межгрупповых различий по этому показателю (F(3, 27) = 0.4, p = 0.8).

Диализная инфузия в мПК животных группы 1 0.1 мМ DEA вызывала подъем
уровня внеклеточного серотонина в мПК по отношению к фону перед введением
(рис. 1а; F(8, 56) = 15.2, p < 0.001) с максимумом 126 ± 5% через 45 мин после начала
введения. Увеличение концентрации DEA до 0.5 мМ также характеризовалось
ростом уровня серотонина в этой области (рис. 1а; F(8, 56) = 8.9, p < 0.001). Причем
максимальный подъем (135 ± 8%) имел место через 30 мин после начала введения
этой дозы DEA. Дальнейшее увеличение концентрации DEA до 2.5 мМ, напро-
тив, снижало уровень серотонина в мПК (рис. 1a; F(8, 56) = 5.1, p < 0.001). Одно-
факторный дисперсионный анализ выявил значимое влияние концентрации
DEA (рис. 1b; F(3, 124) = 51.4, p < 0.001) на уровень внеклеточного серотонина в мПК
крыс группы 1. По данным post hoc анализа, средние (за час введения) уровни вне-
клеточного серотонина в мПК при введениях 0.1 мМ DEA и 0.5 мМ DEA превыша-
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ли фоновые значения (t = 5.7, p < 0.001; t = 7.1, p < 0.001 соответственно), а уровень
серотонина при введении 2.5 мМ DEA был ниже, чем этот показатель в фоне (t = 3.8,
p < 0.001) и при введениях 0.1 мМ DEA (t = 9.4, p < 0.001) и 0.5 мМ DEA (t = 10.9,
p < 0.001). Не было обнаружено значимых различий между средними (за час введе-
ния) подъемами уровня внеклеточного серотонина в мПК, вызываемыми введени-
ями 0.1 мМ DEA и 0.5 мМ DEA (t = 1.4, p = 0.9).

Введение в мПК крыс группы 2 1 мМ DEA приводило к росту уровня внеклеточ-
ного серотонина в этой области (рис. 2; F(8, 56) = 13.6, p < 0.001) с максимальным
подъемом 139 ± 8% в первые 15 мин введения. После этого наблюдалось постепен-
ное возвращение уровня серотонина мПК к фоновым показателям, что соответ-
ствует нашим прежним результатам [6]. Двухфакторный дисперсионный анализ
выявил значимые различия между изменениями уровня внеклеточного серотонина
в мПК, вызываемыми введениями 0.1 мМ DEA (группа 1) и 1 мМ DEA (группа 2)
(рис. 1a; F(8, 126) = 7.6, p < 0.001). По данным post hoc анализа, введение в мПК 1 мМ
DEA крысам группы 2 вызывало в первые 15 мин введения подъем уровня внекле-
точного серотонина в мПК, превышающий этот показатель крыс группы 1 при вве-
дении им 0.1 мМ DEA (рис. 2; t = 5.9, p < 0.001). Вместе с тем, на 45-й и 60-й минутах
введения уровень серотонина крыс группы 1 при введении 0.1 мМ DEA превышал
этот показатель крыс группы 2 с введением 1 мМ DEA (t = 2.9, p = 0.004; t = 4.1,
p < 0.001 соответственно).

Сводный анализ (по группам 1 и 2) изменений уровня внеклеточного серото-
нина в мПК в первые 15 мин введений DEA в концентрациях 0.1, 0.5, 1, 2.5 мМ
показал, что в этом временном интервале концентрация DEA значимо влияет на
уровень серотонина в мПК с максимальным подъемом при введениях 1 мМ DEA
(рис. 3a; F(4, 35) = 11.2, p < 0.001). Корреляционный анализ продемонстрировал,

Рис. 1. (a) – изменения уровня внеклеточного серотонина в мПК при введении в эту область диэтил-
амин ноноата (DEA) в концентрациях 0.1, 0.5 и 2.5 мМ; (b) – средний (за весь период введения) уровень
внеклеточного серотонина в мПК при введении каждой концентрации DEA. По оси X – время, мин; по
оси Y – уровень серотонина, % к фону; разброс на графике и диаграмме – ошибка среднего; черные
стрелки – начало введения разных концентраций DEA. (а) * – p < 0.05; ** – p < 0.001 – при сравнении с
фоном; + – p < 0.001 – при сравнении с введением 0.1 мМ DEA; # – p < 0.01, ## – p < 0.001 – при срав-
нении с введением 0.5 мМ DEA. (b) * – p < 0.001; # – p < 0.001 – при сравнении с введением 2.5 мМ DEA.
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Рис. 2. Изменения уровня внеклеточного серотонина в мПК крыс с введениями в мПК 0.1 мМ DEA
(группа 1) и 1 мМ DEA (группа 2). Черная стрелка – начало введения DEA. ++ – p < 0.01; +++ – p < 0.001 –
при межгрупповом сравнении. Остальные обозначения, как на рис. 1а.
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Рис. 3. (а) – уровень внеклеточного серотонина в мПК крыс групп 1 и 2 в первые 15 мин введения каж-
дой концентрации DEA. * – p < 0.001 – при сравнении с фоном; + – p < 0.01 – при сравнении с введени-
ем 0.1 мМ DEA; # – p < 0.01, ## – p < 0.001 – при сравнении с введением 2.5 мМ DEA; (b) – корреляция
уровня внеклеточного серотонина в мПК и концентрации вводимого DEA (0.1–1 мМ). По оси Y – кон-
центрация вводимого DEA. r – коэффициент корреляции. Остальные обозначения, как на рис. 1а.
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что в первые 15 мин введения DEA в концентрациях 0.1, 0.5 и 1 этот препарат до-
зозависимо увеличивал уровень внеклеточного серотонина в мПК (рис. 3b; r =
= 0.68, p < 0.001, n = 32).

Введение в мПК крыс группы 3 ингибитора обратного захвата серотонина флу-
оксетина (FLU, 10 мкМ) сопровождалось ростом уровня внеклеточного серотони-
на в мПК относительно собственного фона, который становился достоверным че-
рез 45 мин введения, с максимумом 157 ± 11% (рис. 4; F(9, 72) = 13.4, p < 0.001). Вве-
дение в мПК животных группы 4 ингибитора NO-синтазы N-нитро-L-аргинина
(NA, 0.5 мМ), напротив, снижало уровень внеклеточного серотонина в этой обла-
сти относительно фона перед введением (рис. 4; F(9, 45) = 8.8, p < 0.001). Введение в
мПК животным группы 4 FLU (10 мкМ) на фоне предварительного введения NA
(0.5 мМ) вызывало подъем уровня внеклеточного серотонина в мПК (максимум
127 ± 4%), наблюдаемый с 60-й мин введения FLU (рис. 4; F(14, 70) = 17.7, p < 0.001).
По результатам двухфакторного дисперсионного анализа животные с введением
FLU на фоне введения NA (группа 4) демонстрировали меньший по амплитуде и
запаздывающий по времени подъем уровня внеклеточного серотонина мПК по
сравнению с крысами группы 3, подвергавшимися изолированному введению FLU
(F(9, 130) = 2.4, p = 0.02).

Рис. 4. Влияние введения в мПК 0.5 мМ NA на фоновый уровень внеклеточного серотонина, а также на
его изменения, вызываемые введением в мПК 10 мкМ FLU. FLU – крысы группы 3 с введением в мПК
FLU. FLU + NA – крысы группы 4 с введением в мПК FLU на фоне введения NA. Черная стрелка – на-
чало введения NA крысам группы 4 (FLU + NA). Белые стрелки – начало введения FLU крысам группы
3 (FLU) и на фоне введения NA крысам группы 4 (FLU + NA). Сплошная горизонтальная линия – пе-
риод введения NA крысам группы 4 (FLU + NA), пунктирная горизонтальная линия – период введения
FLU изолированно крысам группы 3 (FLU) или на фоне ведения NA крысам группы 4 (FLU + NA). * –
p < 0.05; ** – p < 0.001 – при сравнении с фоном; +– p < 0.05; ++ – p < 0.01; +++ – p < 0.001 – при меж-
групповом сравнении. & – p < 0.001 – при сравнении с уровнем серотонина перед введением FLU + NA.
# – p < 0.001 – при сравнении с уровнем серотонина в первые 45 мин после начала введения FLU+NA.
Остальные обозначения, как на рис. 1a.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

мПК является важным интегративным центром, координирующим активность
моторных, висцеральных, мотивационных, эмоциональных систем мозга и обеспе-
чивающим перестройку их работы с учетом изменяющихся обстоятельств [7, 8, 13].
Нарушение нормального функционирования мПК наблюдается при хроническом
стрессе [14] и при психопатологии (шизофрения, депрессия, аддикция) [13]. Боль-
шое влияние на работу этой области оказывают нитрергические сигналы, модули-
рующие нейронную активность, возбудимость и синаптическую пластичность [9,
15]. Источниками NO в мПК являются nNOS-содержащие ГАМКергические ин-
тернейроны [9], а также иннервирующие мПК отростки аксонов серотониновых
нейронов ядер шва, в 80% которых выявлена иммунореактивность к nNOS [16].

Одной из важных функций NO является регуляция баланса синаптического вы-
броса и обратного захвата нейромедиаторов [15, 17, 18], что отражается в уровне
внеклеточных нейромедиаторов и их доступности для рецепторов. Так, для мПК
показано дозозависимое увеличение уровня внеклеточного глутамата в ответ на ло-
кальные введения донора NO S-нитрозо-N-пеницилламина (0.5–5 мМ) [19]. Ранее
мы продемонстрировали, что донор NO DEA при его введении в мПК в концен-
трации 1 мМ приводит к кратковременному подъему уровня внеклеточного серо-
тонина в этой области с последующим снижением этого показателя [6]. В настоя-
щей работе установлена дозозависимость стимулирующего действия такой экзо-
генной нитрергической активации на уровень внеклеточного серотонина в мПК
в диапазоне концентраций DEA 0.1–1 мМ. Обнаруженный эффект, возможно,
связан с торможением под действием NO обратного захвата серотонина в мПК,
поскольку показано, что доноры NO дозозависимо уменьшают захват [3H]-серото-
нина синаптосомами коры [20], а генный нокаут nNOS, напротив, увеличивает
скорость захвата серотонина (Vmax) и мембранную плотность его транспортеров в
синаптосомах целого мозга [21]. Кроме того, NO может стимулировать процесс эк-
зоцитоза через активацию растворимой гуанилатциклазы (sGC), одной из основ-
ных мишеней NO [2], что также может способствовать показанному в работе росту
уровня внеклеточного серотонина в мПК при введениях DEA (0.1–1 мМ). Ранее c
использованием аналогичного методического подхода было продемонстрировано
участие такого sGC-зависимого механизма в усилении высвобождения серотонина
в стриатуме крысы [22].

С другой стороны, NO может тормозить выброс нейромедиаторов за счет S-нит-
розилирования комплексина, цитозольного белка, участвующего в экзоцитозе [17].
Поскольку для S-нитрозилирования требуются более высокие концентрации NO
по сравнению с NO-зависимой активацией sGC [15], можно предположить, что на-
блюдаемое в работе снижение уровня внеклеточного серотонина в мПК при введе-
нии в эту область DEA в максимальной концентрации (2.5 мМ) опосредовано та-
ким механизмом действия NO. Ранее sGC-независимые тормозные эффекты NO
на высвобождение серотонина были продемонстрированы в вентральном гиппо-
кампе [23]. Еще одной возможной причиной снижения уровня внеклеточного се-
ротонина в мПК при введении 2.5 мМ DEA может быть вызываемая S-нитрозили-
рованием десенситизация sGC [24] в ходе предварительного введения DEA в мень-
ших концентрациях. Косвенным подтверждением такой возможности является
продемонстрированное нами ранее перерастание активационного действия 1мМ
DEA на высвобождение серотонина в мПК в тормозное при длительном введении
этого препарата [6].

Значимым результатом работы являются данные, свидетельствующие, что серо-
тониновая система мПК находится под тоническими активационными влияниями
эндогенного NO, поскольку устранение таких влияний локальным введением ин-
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гибитора NO-синтазы NA (0.5 мМ) снижало уровень внеклеточного серотонина в
этой области. Более того, введение NA ослабляло эффективность блокады обрат-
ного захвата серотонина в мПК, задерживая и уменьшая подъем уровня внеклеточ-
ного серотонина, вызываемый локальным введением флуоксетина (10мМ). Этот
эффект NA, показанный нами in vivo, возможно, связан с усилением захвата серо-
тонина в мПК в результате недостатка NO, поскольку такая закономерность была
продемонстрирована ранее на синаптосомах целого мозга мышей с генным нокау-
том nNOS [21]. Результаты этих экспериментов впервые свидетельствуют об уча-
стии эндогенных нитрергических сигналов мПК в регуляции активности ее серо-
тониновой системы через регуляцию уровня внеклеточного серотонина.

В целом, полученные в работе новые данные позволяют заключить, что в мПК
крыс в состоянии спокойного бодрствования тонические эндогенные нитрергиче-
ские сигналы, а также их умеренное фармакологическое усиление введениями до-
нора NO оказывают активационные влияния на серотониновую систему этой об-
ласти путем увеличения пула внеклеточного серотонина, а более значительная
нитрергическая стимуляция действует противоположным образом.
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Effect of Activation and Blockade of Nitrergic Neurotransmission
on Serotonin System Activity of the Rat Medial Prefrontal Cortex

N. B. Saulskayaa, *, M. A. Burmakinaa, and N. A. Trofimovaa

aPavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, Saint Petersburg, Russia
*e-mail: saulskayanb@infran.ru

NO and serotonin play an important role in the functioning of the medial prefrontal
cortex, but their interaction has been little studied. The aim of this work was to study
the effects of local nitrergic signals on the activity of the serotonin system in this corti-
cal area. In male Spreg-Dawley rats by means of in vivo microdialysis we showed that
the infusion of diethylamine nonoate (0.1, 0.5, 1 mM), an NO donor, into the medial
prefrontal cortex resulted in an increase in the extracellular serotonin levels, which
correlates with the drug concentration during the first 15 min of the infusion. Diethyl-
amine nonoate at a concentration of 2.5 mM reduced the extracellular seritonin levels.
Infusion into the medial prefrontal cortex of N-nitro-L-arginine (0.5 mM), an NO
synthase inhibitor, decreased the basal extracellular serotonin level in this area, and
delayed and weakened the serotonin level rise caused by the local administration of the
selective serotonin reuptake inhibitor f luoxetine (10 μM). The data obtained indicate
that in the medial prefrontal cortex in a state of calm wakefulness, tonic endogenous
nitrergic signals, as well as their moderate pharmacological enhancement by the ad-
ministration of the NO donor activates the serotonin system of this area by increasing
the extracellular serotonin level, while more significant nitrergic stimulation acts in
the opposite way.

Keywords: medial prefrontal cortex, in vivo intracranial microdialysis, serotonin release,
NO-serotonin interaction
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