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Алкоголь является третьим по значимости фактором риска болезней в России и
во всем мире. По данным ВОЗ в результате злоупотребления алкоголя ежегодно в
мире умирает 2.5 млн человек, что сопоставимо с населением крупного города,
из них 600–700 тысяч приходится на Россию. Несмотря на развитие науки и ме-
дицины, механизмы развития алкогольной зависимости до конца не ясны. По-
нимание этих механизмов поможет создать новые подходы к лечению алкоголь-
ной зависимости. На сегодняшний день известно, что мезолимбическая система
дофамина играет ключевую роль в формировании аддиктивных расстройств, в
частности, алкогольной зависимости. Быстрая сканирующая циклическая воль-
таметрия (FSCV) является широко распространенным методом исследования
дофамина. Преимуществом данного метода является высокое временное и про-
странственное разрешение, что делает FSCV мощным методом для обнаружения
изменений в концентрации моноаминовых нейромедиаторов in vivo. Используя
FSCV на свободноподвижных животных, мы продемонстрировали, что электри-
ческая стимуляция вентральной области покрышки (VTA) приводит к детектиру-
емому выбросу дофамина в прилежащем ядре (NAcc). Мы показали, что острая
инъекция этанола (0.5 г/кг) приводит к значительному снижению высвобожде-
ния дофамина в NAcc, вызванного электростимуляцией VTA на свободнодвижу-
щихся крысах. Применение селективного антагониста дофаминовых ауторецеп-
торов D2, раклоприда, значительно увеличивало измеряемый сигнал, это указы-
вало на то, что полученнный сигнал, измеренный в NAcc, являлся именно
дофаминергическим, но не норадренергическим.
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Алкоголь является третьим по значимости фактором риска болезней в России и
во всем мире. По данным ВОЗ в результате злоупотребления алкоголя ежегодно в
мире умирает 2.5 млн человек, что сопоставимо с населением крупного города, из
них 600–700 тысяч приходится на Россию. На сегодняшний день, несмотря на раз-
витие науки и медицины, механизмы развития алкогольной зависимости до конца
не ясны, наше понимание точных нейронных механизмов, ответственных за воз-
никновение и развитие алкогольной зависимости, по-прежнему является непол-
ным [1]. Успех разработки эффективных методов лечения алкоголизма и наркома-
нии зависит от знания биологических механизмов, лежащих в основе формирова-
ния зависимостей. В настоящее время известно, что этанол влияет на мозг путем
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модуляции многочисленных нейромедиаторных систем, включая, но не ограничи-
ваясь, ГАМК [2, 3], глутамат [4], серотонин [5], норадреналин [6], вазопрессин [7],
аденозин [8] и дофамин (DA) [9–11]. На сегодняшний день известно, что мезолим-
бическая система дофамина играет ключевую роль в формировании аддиктивных
расстройств, в частности, алкогольной зависимости [9, 10, 12–14]. Следует подчерк-
нуть, что эффекты этанола на высвобождение дофамина (DA) интенсивно исследо-
вались в течение последних двух десятилетий, и эти результаты и их интерпретации в
некоторой степени противоречивы. Электрофизиологические данные свидетель-
ствуют о том, что воздействие этанола стимулирует передачу DA. M.S. Brodie с соавт.
сообщили о вызванном этанолом дозозависимом увеличении клеточной активно-
сти дофаминовых нейронов вентральной области покрышки (VTA) in vitro [15].
Данные микродиализа предполагают двухфазный дофаминергический ответ на
этанол с увеличением содержания внеклеточного дофамина в прилежащем ядре
(NAcc) после введения этанола от низких до умеренных доз [16] и без эффекта [17]
или с уменьшением [18] внеклеточного уровня дофамина при воздействии этанола
в более высоких дозах. Однако микродиализ лучше всего подходит для выявления
изменений тонической активности DA, которые происходят в течение нескольких
минут. Быстрая сканирующая циклическая вольтаметрия (FSCV) является широко
распространенным методом исследования DA. Преимуществом данного метода
является высокое временное (100 мс) и пространственное разрешение. Данные,
полученные с помощью вольтаметрических экспериментов, показывают, что
острое введение этанола уменьшает терминальное высвобождение DA, вызванное
электростимуляцией VTA на анестезированных животных или препаратах in vitro
[19–23]. Однако ввиду трудоемкости изготовления электродов для свободнопо-
движных животных данная методика чаще всего используется на анестезирован-
ных животных, что может повлиять на конечный результат. Таким образом, целью
настоящей работы являлось исследование острого эффекта этанола на фазическое
высвобождения дофамина в области прилежащего ядра на свободноподвижных
животных c помощью метода FSCV.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изготовление электродов

Датчик для детекции и измерения концентрации дофамина представляет собой
микроэлектрод, изготовленный из углеродного волокна, помещенного в капилляр
из диоксида кремния (Polymicro Technologies, США), соединенный с коннектором
(Multicomp by Newark element14, США) [24, 25]. Углеродное волокно диаметром
7 мкм (Goodfellow, Oakdale, PA, США) вставляли в капилляр длиной 8 мм (Polymi-
cro Technologies, США) при погружении в изопропанол, таким образом, чтобы во-
локно выступало с двух сторон. Один конец микродатчика затем герметизировали
двухкомпонентной эпоксидной смолой Devcon (IWT Performance Polymers, FL,
США) и давали высохнуть сутки. На другом конце капилляра был закреплен кон-
нектор в контакте с углеродным волокном, обработанным серебряной эпоксидной
смолой (8331; MG Chemicals, BC, Канада). После отверждения в течение ночи ме-
сто соединения коннектора и капилляра было изолированно слоем из двухкомпо-
нентной эпоксидной смолы Devcon (IWT Performance Polymers, FL, США). После
дополнительных двенадцати часов высыхания изготовление хронического микро-
сенсора было завершено путем обрезки экспонированного углеродного волокна до
желаемой длины (120 мкм). Перед экспериментом регистрирующие электроды из
углеродного волокна были откалиброваны in vitro с использованием раствора с из-
вестной концентрацией DA (1 мкМ). Полученный калибровочный коэффициент
был использован для нормализации записей сигналов DA in vivo.
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Биполярный стимулирующий электрод (Plastics One, VA) подрезался до необхо-
димой длины 8.8 мм. Референсный электрод, изготовленный из изолированной се-
ребряной проволоки, соединенной с коннектором, очищался от пленки и поме-
щался на сутки в раствор 1N HCL.

Операция

Все исследования на животных проводились в соответствии с принципами Ба-
зельской декларации и рекомендациями Этического комитета в области исследо-
ваний на животных Санкт-Петербургского государственного университета.

Самцов крыс линии Спрег–Доули массой от 300 г до 350 г анестезировали изо-
флюраном, брили и помещали в стереотаксическую установку. Скальп обрабаты-
вали 10%-ным раствором йода и разрезали, чтобы обнажить череп. Три отверстия
были просверлены и очищены от твердой мозговой оболочки: для микроэлектрода
в области NAcc (AP + 1.3 мм, ML + 1.3 мм от брегмы), для хлорированного рефе-
ренсного электрода Ag/AgCl в контралатеральной области, для биполярного сти-
мулирующего электрода (Plastics One, VA) в области VTA (AP – 5.2 мм, ML + 1 мм
от брегмы). Несколько дополнительных отверстий были просверлены для анкер-
ных винтов. После закрепления анкерных винтов, электроды опускались на соот-
ветствующую глубину: 7.4 мм для микроэлектрода, 8.8 мм для стимулирующего
электрода и 3 мм для референсного электрода относительно кости черепа. Для за-
крепления использовался стоматологический цемент (Lang Dental, США). Для за-
живления раны животное оставлялось на 3–4 нед.

Экспериментальная сессия

Животное помещалось в специальную камеру, расположенную в клетке Фара-
дея (90 × 100 см), и подключалось к вольтаметрической установке. Дофамин вызы-
вался электрической стимуляцией VTA и измерялся в NAcc с использованием
FSCV. Вольтаметрические записи проводились на микроэлектроде из углеродного
волокна каждые 100 мс с применением треугольной формы волны (от –0.4 В до
+1.3 В vs. Ag/AgCl, 400 В/с). Дофамин был идентифицирован с помощью цикличе-
ской вольтамперограммы, характеризующейся определенными пиками окисления
и восстановления при +0.6 и –0.2 В соответственно (vs. Ag/AgCl референсного
электрода). После установления стабильных сигналов c разницей не более 10%
стимуляция (60 импульсов, 60 Гц, 300 мкA, 4 мс/фаза, monophasic) применялась
каждые 10 мин в течение 30 мин до и через 1 ч после введения этанола (0.5 г/кг,
внутрибрюшинно).

Фармакологическая верификация дофамина

Для фармакологической верификации DA крыс через неделю после экспери-
ментальной сессии анестезировали уретаном (1.5 г/кг, внутрибрюшинно) и за-
крепляли в стереотаксическую установку. Высвобождение дофамина вызывалось
электрической стимуляцией VTA с теми же параметрами, что и для эксперимен-
тальной сессии и измерялось в NAcc с использованием FSCV. Физиологический
раствор или раклоприд (2 мг/кг, внутрибрюшинно) вводили после того, как был
установлен стабильный ответ DA на электростимуляцию (не менее 3-х измерений с
отклонением не более 10%), и записи проводились каждые 10 мин в течение 1 ч.
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Анализ данных
Graph Pad Prism (GraphPad Software версия 6.07, CA, США) использовался для

статистического анализа данных и создания графиков. Данные, полученные в
вольтаметрических экспериментах, были проанализированы с помощью двухфак-
торного дисперсионного анализа (ANOVA). При обнаружении значимых взаимо-
действий или основных эффектов групповые различия были проверены с исполь-
зованием post hoc анализа Бонферрони. Данные представлены как среднее значе-
ние ±SEM, критерий значимости был установлен на уровне р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе нами было показано, что электрическая стимуляция (1 с, 60 Гц)
области VTA свободноподвижных крыс вызывала вольтаметрический сигнал в об-
ласти NAcc (рис. 1А), характеризующийся определенными пиками окисления и
восстановления при +0.6 и –0.2 В соответственно (vs. Ag/AgCl референсного элек-
трода), которые соответствовали DA (рис. 1Б).

Так же мы подтвердили, что максимальный ответ DA на электрический стимул
может быть достаточно стабильным, если между стимуляциями был сохранен 10-ми-
нутный интервал. Как и ожидалось, после введения физиологического раствора
никаких изменений в высвобождении DA обнаружено не было (рис. 2).

Таким образом, стабильность вызванного сигнала DA позволила нам достовер-
но оценить изменения динамики DA под действием этанола. В нашем исследова-
нии мы показали, что острая инъекция этанола (0.5 г/кг, внутрибрюшинно) на
свободноподвижных крысах приводит к значимому снижению вызванного электро-
стимуляцией DA, измеренного FSCV в NAcc (рис. 2). С помощью двухфакторного
дисперсионного анализа был рассчитан основной эффект препарата (F(1,14) = 26.98;
p = 0.0001) и значимое взаимодействие (F(8,11) = 4.22; p = 0.0002). Эти данные со-
гласуются с предыдущими экспериментами, проведенными на анестезированных
животных. Для фармакологической верификации DA был использован антагонист
D2 рецептора, раклоприд, который способен модулировать высвобождение дофа-
мина посредством блокады ауторецепторов (рис. 3). Двухфакторный дисперсион-

Рис. 1. Повышение концентрации дофамина (DA) в прилежащем ядре (NAcc), вызванное электриче-
ской стимуляцией вентральной области покрышки (VTA) длительностью 1 с, 60 Гц и измеренное с по-
мощью быстрой сканирующей циклической вольтаметрии (FSCV). Репрезентативный график показы-
вает изменения концентрации DA с течением времени. Красная линия обозначает продолжительность
стимуляции (А). Циклическая вольтамограмма показывает ток, измеренный на полном диапазоне при-
ложенных потенциалов, на пике высвобождения DA (Б).
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ный анализ показал как основное влияние времени (F(8,64) = 51.94; р < 0.0001),
препарата (F(1,8) = 395.7; р < 0.0001), так и значимое взаимодействие (F(8,64) =
= 55.53; р < 0.0001). Статистический анализ выявил, что уровень DA у животных,
получающих раклоприд (р < 0.0001), значительно отличается от группы с введени-

Рис. 2. Влияние этанола на электрически индуцированное высвобождение дофамина (DA) в прилежа-
щем ядре (NAcc), измеренное на свободноподвижных крысах.
Острое введение этанола (0.5 г/кг) приводило к значимому снижению высвобождения DA, в то время
как изменений в оттоке DA, измеренных после введения физиологического раствора, обнаружено не
было. Электростимуляция вентральной области покрышки (VTA) на свободноподвижных крысах про-
водилась каждые 10 мин до тех пор, пока не был установлен стабильный DA сигнал (не менее 3-х запи-
сей с отклонением не более 10%). Сразу после последней базовой записи была сделана внутрибрюшин-
ная инъекция либо физиологического раствора, либо 0.5 г/кг этанола. Ответ DA регистрировался в те-
чение 1 часа после инъекции. Значения представлены в виде среднего ± SEM. Черная стрелка указывает
на инъекцию. Количество крыс в каждой группе n = 8, ***р < 0.001; *р < 0.05.
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Рис. 3. Фармакологическая верификация высвобождения дофамина (DA) в прилежащем ядре (NAcc).
Электростимуляция вентральной области покрышки (VTA) на анестезированных крысах проводилась
каждые 10 мин до тех пор, пока не был установлен стабильный DA сигнал (не менее 3-х записей с отклоне-
нием не более 10%). Сразу после последней базовой записи была сделана внутрибрюшинная инъекция
физиологического раствора или раклоприда (2 мг/кг). DA ответ был зарегистрирован в течение 1 ч после
инъекции. Данные представлены в виде среднего ± SEM. n = 5 крыс для каждой группы. ****р < 0.0001.
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ем физиологического раствора. Таким образом, наблюдаемый эффект подтвержда-
ет, что вещество, обнаруженное во время электрической активации VTA, представ-
ляет собой именно DA, а не норадреналин.

На сегодняшний день хорошо известно, что этанол обладает двухфазным действи-
ем. Электрофизиологические данные свидетельствуют о том, что острое введение
этанола стимулирует передачу DA. Но используя этот метод, мы не можем видеть, что
происходит в терминальных окончаниях нервных клеток. Данные, полученные с ис-
пользованием микродиализа, свидетельствуют о двухфазном дофаминергическом от-
вете на этанол, с увеличением внеклеточного содержания DA в NAcc после введения
этанола от низких до умеренных доз [16] и без эффекта [17] или уменьшении вне-
клеточной концентрации DA в более высоких дозах [18]. Но микродиализ предо-
ставляет информацию об изменениях внеклеточного уровня DA, которые регули-
руются множеством механизмов, включая высвобождение, поглощение, синтез и
метаболизм [26]. Результаты вольтаметрических экспериментов показали, что эта-
нол вызывает дозозависимое снижение концентрации DA, вызванного электриче-
ской стимуляцией [19, 26–28]. Используя FSCV in vitro, было показано, что низкие
и умеренные концентрации этанола (20, 45 и 100 мМ) не влияли на вызванное вы-
свобождение DA, в то время как высокие концентрации (150 и 200 мМ) значитель-
но снижали высвобождение DA в NAcc крыс [19] и мышей [28]. Дозозависимый
двухфазный эффект влияния этанола на систему DA, по-видимому, вызван раз-
личной чувствительностью области клеточных тел и пресинаптических терминаль-
ных окончаний к этанолу. Общеизвестно, что существуют несколько компонен-
тов, которые влияют на внеклеточную концентрацию DA. Фаза роста взаимно
контролируется высвобождением и поглощением DA, а фаза падения – только по-
глощением. Следовательно, максимальная концентрация DA может быть умень-
шена за счет снижения высвобождения или увеличения поглощения. Снижение
электрически вызванного DA под действием этанола не было связано с увеличени-
ем скорости поглощения DA или уменьшением биосинтеза, а скорее было связано
с прямым подавлением высвобождения [19, 20, 26, 27]. Также было показано, что
острое введение этанола не влияет на дофаминовый транспортер (DAT), через ко-
торый могло бы осуществляться воздействие этанола на систему DA [29]. Следова-
тельно, снижение амплитуды сигнала DA может быть связано с обратной связью с
ауторецептором D2, вызванной повышением частоты запуска клеток и повышен-
ными концентрациями DA в синаптической щели NAcc.
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Alcohol is the third leading risk factor for disease in Russia and around the world.
According to WHO, as a result of alcohol abuse, 2.5 million people die every year in the
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world, which is comparable to the population of a large city. Despite the development of
science and medicine, the mechanisms for the development of alcohol dependence are
not completely clear. Understanding these mechanisms will help create new approaches
to the treatment of alcohol dependence. Today it is well known that the mesolimbic sys-
tem of dopamine plays a key role in the formation of addictive disorders, in particular al-
cohol dependence. Fast-scan cyclic voltammetry (FSCV) is a widespread electrochemi-
cal method for detection of neurotransmitters such as dopamine. The advantages of this
technics are a high temporal and spatial resolution that makes FSCV a powerful tech-
nique for detecting changing chemical concentrations in vivo. Using FSCV on freely
moving animals, we demonstrated that electrical stimulation of the ventral tegmental ar-
ea (VTA) triggers detectable dopamine release in the nucleus accumbens (NAcc). We
showed that acute injection of ethanol (0.5 g/kg) on freely moving rats produces a signif-
icant decrease in dopamine efflux in NAcc induced by electrical stimulation. Selective
D2 DA autoreceptor antagonist raclopride significantly increased measured signal that
indicated that the neurotransmitter release measured in the NAcc is dopaminergic but
not noradrenergic.

Keywords: FSCV, dopamine, alcohol, nucleus accumbens, neurochemistry
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