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Аннотация. Оксид азота (NO) участвует в модуляции активности ряда нейротрансмиттерных 
систем мозга. Вместе с тем эффекты NO на активность серотониновой системы медиальной 
префронтальной коры (мПК) остаются недостаточно изученными. Ранее нами было показано, что 
экзогенная нитрергическая стимуляция мПК локальными введениями донора NO диэтиламин 
ноноата (DEA, 0,1–1 мМ) дозозависимо увеличивает уровень внеклеточного серотонина в этой 
области. Данная работа посвящена изучению эффектов эндогенной нитрергической стимуляции 
мПК на высвобождение серотонина в этом отделе коры, а также выяснению влияния более 
значительной экзогенной нитрергической стимуляции мПК введением 3мМ DEA на этот показатель. 
В экспериментах, проведенных на крысах линии Спрег-Доули методом внутримозгового микродиализа 
и высокоэффективной жидкостной хроматографии, было показано, что диализная инфузия в мПК 
субстрата NO-синтазы L-аргинина (0,1 мМ, 1 мМ) (эндогенный эффект) сопровождается дозозависимым 
подъемом уровня внеклеточного серотонина в этой корковой области. Введение 5 мМ L-аргинина 
в мПК увеличивало этот показатель в той же степени, что и введение 1 мМ этого препарата. При 
этом введение в мПК 3 мМ DEA вызывало первоначальный подъем уровня внеклеточного серотонина 
в мПК, за которым следовало снижение этого показателя ниже фоновых значений. Результаты 
свидетельствуют, что эндогенная нитрергическая стимуляция мПК оказывает активационное 
действие на серотониновую нейропередачу в этой области, что выражается в увеличении уровня 
внеклеточного серотонина в мПК в ответ на введение L-аргинина. Значительная экзогенная 
нитрергическая стимуляция мПК введением 3 мМ DEA оказывает двухфазный эффект на активность 
серотониновой системы, первоначально повышая, а затем быстро снижая уровень внеклеточного 
серотонина в мПК.

Ключевые слова: медиальная префронтальная кора, внутримозговой микродиализ, серотонин, оксид 
азота, L-аргинин
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Abstract. Nitric oxide (NO) is involved in modulating the activity of several neurotransmitter systems in the 
brain. However, the effects of NO on serotonergic activity of the medial prefrontal cortex (mPFC) remain 
poorly understood. We have previously shown that exogenous nitrergic stimulation of the mPFC by local 
administration of the NO donor diethylamine nonoate (DEA, 0.1–1 mM) dose-dependently increases 
extracellular serotonin levels in this area. The purpose of the work was to study the effects of endogenous 
nitrergic stimulation of the mPFC on serotonin release in this cortical region, and to determine the effect 
of more intense exogenous nitrergic stimulation of the mPFC on serotonin release by introducing 3 mM DEA. 
In Sprague-Dawley rats by means of in vivo microdialysis and high-performance liquid chromatography, we 
showed that intra-mPFC infusion of L-arginine (0.1 mM, 1 mM), the NO synthase substrate, produces a dose-
dependent increase in extracellular serotonin level in this aria. The intra-mPFC infusion of 5 mM L-arginine 
increases extracellular serotonin to the same extent as the infusion of 1 mM L-arginine. The intra-mPFC 
administration of 3 mM DEA causes an initial increase of the mPFC extracellular serotonin followed 
by a decrease of serotonin level below the baseline. The present data indicate that endogenous nitrergic 
stimulation of the mPFC activates serotonin neurotransmission in this area, as evidenced by the L-arginine-
induced increase in mPFC serotonin levels. Strong exogenous nitrergic stimulation of mPFC by administration 
of 3 mM DEA has a biphasic effect on the activity of the mPFC serotonin system, initially increasing and then 
rapidly decreasing the level of extracellular serotonin.

Keywords: medial prefrontal cortex, in vivo intracranial microdialysis, serotonin, nitric oxide, L-arginine

Введение

Оксид азота (NO) является сигнальной мо-
лекулой и, обладая высокой биологической 
активностью, участвует в широком спектре 
физиологических процессов, таких как нейро-
передача, синаптическая пластичность, регуля-
ция тонуса сосудов и др. (Chachlaki, Prevot 2020). 
NO продуцируется из аминокислоты L-аргинина 
под действием фермента NO-синтазы, который 
имеет три изоформы (Garthwaite 2018). Нейрон-
ная NO-синтаза (nNOS) является основной 
изоформой этого фермента, присутствующей 
в ЦНС, а клетки, экспрессирующие nNOS, об-
наружены во многих отделах головного мозга 
(Chachlaki, Prevot 2020), в том числе в мПК 
(Gabbot, Bacon 1995). Основными источниками 

NO в мПК являются NO-продуцирующие ГАМК-
ергические интернейроны (Gabbott, Bacon 1995) 
и волокна серотонинергических нейронов ядер 
шва, в которых наблюдается высокая соэкспрес-
сия серотонина и nNOS (Simpson et al. 2003), что 
создает предпосылки для NO-серотонинового 
взаимодействия в мПК. Такое взаимодействие 
продемонстрировано в нескольких областях 
мозга, однако эффекты NO на выброс серото-
нина противоречивы. Так, показано, что эндо-
генный NO увеличивает уровень серотонина 
в медиальной преоптической области (Lorrain, 
Hull 1993) и в голубом пятне у крыс (Sinner et al. 
2001), но снижает его в гиппокампе (Wegener 
et al. 2000). При этом влияние локальных  
нитрергических сигналов на высвобождение 
серотонина в мПК на данный момент изучено 
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фрагментарно. В наших предыдущих работах 
для нитрергической активации мы использова-
ли донор NO — диэтиламин ноноат (DEA), при 
введении раствора которого происходит рас-
щепление его молекулы с высвобождением NO. 
По данным, полученным в ходе таких экспери-
ментов, экзогенная нитрергическая стимуляция 
мПК введением DEA (0,1–1 мМ) дозозависимо 
увеличивает уровень внеклеточного серотони-
на в этой области только в самом начале введе-
ния препарата (Saulskaya et al. 2022). При дли-
тельном введении 1 мМ DEA его активационный 
эффект на выброс серотонина в мПК транс-
формируется в тормозной (Saulskaya et al. 2021). 
Более того, при последовательном введении 
в мПК DEA в нарастающих концентрациях 
(0,1–0,5 мМ) уровень серотонина в мПК повы-
шается, но дальнейшее увеличение концентра-
ции DEA до 2,5 мМ, напротив, сопровождается 
его снижением (Saulskaya et al. 2022). Эти ре-
зультаты поставили ряд вопросов. Во-первых, 
неизвестно, реализуются ли такие же закономер-
ности под влиянием эндогенных нитрергических 
сигналов мПК. Во-вторых, непонятно, является 
ли падение уровня внеклеточного серотонина 
в мПК при введении 2,5 мМ DEA результатом 
десенситизации мишеней NO, например, рас-
творимой гуанилатциклазы (рГЦ) (Sayed et al. 
2007), вследствие длительного введения этого 
препарата в других концентрациях, или же вы-
сокие концентрации экзогенного NO способны 
быстро запускать торможение выброса серото-
нина в мПК. Возможной причиной может быть 
угнетение экзоцитоза вследствие S-нитрози-
лирования комплексина (Robinson et al. 2018), 
белка экзоцитоза, высокими концентрациями 
NO. Работа посвящена выяснению этих вопро-
сов. С этой целью были изучены эффекты вве-
дений в мПК предшественника NO L-аргинина 
(0,1, 1 и 5 мМ), а также влияние введения в мПК 
3 мМ DEA на уровень внеклеточного серотони-
на в этой области.

Актуальность этих исследований определя-
ется увеличивающимся объемом данных о роли 
NO-серотонинового взаимодействия в ЦНС 
в регуляции ответа организма на стресс в норме 
и при психопатологии (Sun et al. 2022) и малой 
изученностью закономерностей NO-серото-
нинового взаимодействия в мПК, области, 
играющей важную роль в контроле страха и свя-
занных с ним функций (Asok et al. 2019).

Методика

В работе использовали крыс-самцов линии 
Спрег-Доули из ЦКП «Биоколлекция ИФ РАН 
для исследования интегративных механизмов 
деятельности нервной и висцеральных систем» 
(Санкт-Петербург). Все эксперименты с исполь-
зованием крыс соответствовали международным 
этическим стандартам гуманного обращения 
с экспериментальными животными.

Работа выполнена при помощи методов при-
жизненного внутримозгового микродиализа 
и высокоэффективной жидкостной хромато-
графии с электрохимической детекцией. Крысам 
под общим наркозом в правую мПК импланти-
ровали диализные канюли (Saulskaya, Sudorgina 
2016) и через день начали микродиализные 
эксперименты. Фармакологические препараты 
добавляли в искусственную спинномозговую 
жидкость (ИСМЖ: 147 мМ NaCl, 4 мМ KCl,  
2 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2, pH 7,0), используемую 
для перфузии мПК. В начале эксперимента со-
брали 5 фоновых порций диализата, по 15 мкл 
каждая, а затем животных разделили на 4 груп-
пы. Крысам групп «0,1 мМ R» (n = 6), «1 мМ R» 
(n = 6) и «5 мМ R» (n=6) в мПК вводили субстрат 
NO-синтазы L-аргинин (R) в концентрациях  
0,1 мМ, 1 мМ и 5 мМ, соответственно, и собра-
ли 4 порции диализата. Животным группы  
«3 мМ DEA» (n = 8) в мПК вводили донор NO 
диэтиламин ноноат (DEA, 3 мМ, «Sigma», США), 
а затем собрали 7 порций диализата (рис. 1).  

Рис. 1. Схема эксперимента. «0,1 мМ R», «1 мМ R», «5 мМ R», «3 мМ DEA» — названия групп животных
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На протяжении всего эксперимента диализат 
собирали каждые 15 минут и анализировали 
изменение уровня внеклеточного серотонина 
методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии, как описано ранее (Saulskaya et al. 
2020). После завершения эксперимента живот-
ных подвергли эвтаназии (Saulskaya et al. 2021) 
и извлекли мозг для морфологического контро-
ля. В статистику включили крыс с локализацией 
канюль в мПК.

Статистическую обработку данных произ-
водили при помощи пакета SigmaStat (3.0). 
Данные представили как среднее ± стандартная 
ошибка среднего. Выборки проверяли на нор-
мальность распределения по методу Колмого-
рова-Смирнова. Для сравнения эффектов вве-
дений фармакологических препаратов на уровень 
внеклеточного серотонина в мПК использовали 
дисперсионный анализ для повторяющихся за-
меров (F-критерий) с t-критерием Бонферрони 
для множественного апостериорного сравнения 
в случае, если данные соответствовали нормаль-
ному распределению. Если данные не соответ-
ствовали нормальному распределению, исполь-
зовали непараметрический дисперсионный 
анализ для повторяющихся замеров Фридмана 
(хи-квадрат) и критерий Ньюмана-Килса для 
апостериорного анализа. Для сравнения дина-
мики изменений уровня внеклеточного серото-
нина у животных с введениями разных концен-
траций аргинина использовали двухфакторный 
дисперсионный анализ с повторяющимися за-
мерами и критерий Тьюки для апостериорного 
анализа. Попарное сравнение среднего фоно-
вого уровня внеклеточного серотонина с его 
средним уровнем за весь период введения каж-
дого препарата осуществляли с  помощью 
U-критерия Манна — Уитни, если данные не 
соответствовали нормальному распределению, 
и t-критерия Стьюдента, если соответствовали. 
Межгрупповое сравнение средних уровней 
внеклеточного серотонина за весь период вве-

дения разных концентраций препарата осущест-
вляли методом Краскела — Уоллеса (H-критерий).

Результаты

Введение субстрата NO-синтазы L-аргинина 
в концентрации 0,1 мМ в мПК животным груп-
пы «0,1 мМ R» не вызывало значимых изменений 
уровня внеклеточного серотонина в мПК в от-
дельных временных точках относительно фо-
нового уровня перед введением (F(9,44) = 0,8, p = 
0,6) (рис. 2). Однако средний уровень внекле-
точного серотонина за весь период введения 
препарата у крыс группы «0,1 мМ R» был до-
стоверно выше собственных фоновых значений 
(t = 2,48, p = 0,016) (рис. 3). Введение 1 мМ ар-
гинина животным группы «1 мМ R» сопрово-
ждалось повышением уровня внеклеточного 
серотонина в мПК (Хи-квадрат = 41,96, p < 0,001) 
(рис. 1) с максимальным подъемом 137 ± 8% 
в первые 15 минут введения по отношению 
к собственным фоновым значениям, а также 
повышением среднего уровня серотонина (за весь 
период введения 1 мМ аргинина) по сравнению 
с фоновыми значениями (U = 889, p < 0,001) 
(рис. 3). Введение 5 мМ аргинина крысам груп-
пы «5 мМ R» вызывало рост уровня внеклеточ-
ного серотонина в мПК (F(9,45) = 8,8, p < 0,001) 
(рис. 2) с максимальным подъемом 125 ± 6% 
в первые 15 минут введения. Средний уровень 
серотонина за весь период введения 5 мМ ар-
гинина у крыс группы «5 мМ R» также был выше 
собственного фонового уровня (U = 872,5, p < 
0,001). Двухфакторный дисперсионный анализ 
показал, что крысы групп «5 мМ R» и «1 мМ R» 
значимо отличались от крыс группы «0,1 мМ R» 
по динамике изменений уровня внеклеточного 
серотонина в мПК в ходе введения аргинина 
(F(9,100) = 5,1, p < 0,001 — при сравнении групп 
«1 мМ R» и «0,1 мМ R»; F(9,100) = 4,3, p < 0,001 — 
при сравнении групп «5 мМ R» и «0,1 мМ R») 
(рис. 2). Межгрупповое сравнение средних 

Fig. 1. Scheme of the experiment. ‘0.1 мМ R’, ‘1 мМ R’, ‘5 мМ R’, ‘3 мМ DEA’ — names of animal groups
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(за весь период введения) значений уровня се-
ротонина в ходе введений L-аргинина в концен-
трациях 0,1 мМ, 1 мМ и 5 мМ подтвердило 
влияние концентрации L-аргинина на этот по-
казатель (H = 41, p < 0,001) (рис. 3). По данным 
апостериорного анализа, средние (за весь период 
введения) уровни серотонина в мПК при введе-
ниях 1 мМ и 5 мМ L-аргинина были выше, чем 
значение этого показателя при введении 0,1 мМ 
L-аргинина (p < 0,05 в обоих случаях). При этом 
не было выявлено значимых различий между 
животными групп «1 мМ R» и «5 мМ R» по из-
менениям уровня внеклеточного серотонина 
в мПК, вызываемых введениями аргинина (F(9,90) = 
0,8, p = 0,7) (рис. 2) и по среднему (за весь пери-
од введения) уровню внеклеточного серотони-
на (p > 0,05) (рис. 3). 

Введение DEA (3 мМ) крысам группы «3 мМ 
DEA» (экзогенная нитрергическая стимуляция) 

приводило к подъему уровня внеклеточного 
серотонина в мПК относительно собственного 
фонового уровня (Хи-квадрат = 63,5, p < 0,001) 
с максимумом 126 ± 5% в первые 15 минут вве-
дения, после чего наблюдалось падение уровня 
серотонина ниже фоновых значений (рис. 4).

Обсуждение результатов

NO модулирует серотониновую нейротранс-
миссию в различных отделах головного мозга, 
в том числе за счет влияния на высвобождение 
серотонина (Ghasemi et al. 2019). Однако знак 
таких NO-серотониновых влияний варьирует  
от структуры к структуре и зависит от концен-
трации NO (Zhou et al. 2018), а также, как по-
казали наши прежние результаты, упомянутые 
во введении (Saulskaya et al. 2021), определяется 
длительностью экзогенной нитрергической 

Рис. 2. Изменения уровня внеклеточного серотонина в мПК крыс с введениями в мПК L-аргинина 
в концентрациях 0,1 мМ, 1 мМ и 5 мМ (группы «0,1 mМ R», «1 mМ R» и «5 mМ R», соответственно). 

По оси X — время, мин; по оси Y — уровень серотонина, % к фону; черная стрелка — начало введения 
аргинина. Разброс на графиках — ошибка среднего. # — p < 0,05; ## — p < 0,001 — при сравнении 

с фоном; + — p < 0,05; ++ — p < 0,01; +++ — p < 0,001 — при сравнении с введением 0,1 мМ L-аргинина

Fig. 2. Changes in mPFC extracellular serotonin levels of rats with intra-mPFC infusions of L-arginine 
at concentrations of 0.1 mM, 1 mM, and 5 mM (groups ‘0.1 m R’, ‘1 mM R’ и ‘5 mM R’ respectively). X-axis — 
time, min; Y-axis — serotonin levels, % of the baseline; black arrow indicates the beginning of the L-arginine 
infusion; the deviation in the plot — errors of the mean. # — p < 0.05; ## — p < 0.001 — compared with basal 

values; + — p < 0.05; ++ — p < 0.01; +++ — p < 0.001 — compared with 0.1 µM L-arginine infusion
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Рис. 3. Средние (за весь период введения) изменения уровня внеклеточного серотонина в мПК 
при введении L-аргинина (R) в концентрациях 0,1 мМ, 1 мМ и 5 мМ относительно собственного 
фонового уровня (Baseline). * — p < 0,05; *** — p < 0,001 — при сравнении с фоном; + — p < 0,05 — 

при межгрупповом сравнении. Остальные обозначения, как на рис. 2

Fig. 3. The average (for the entire period of infusion) changes of extracellular serotonin in the mPFC during 
the infusion of L-arginine (R) at concentrations of 0.1 mM, 1 mM, and 5 mM in comparison with the basal 

extracellular serotonin level (Baseline). * — p < 0.05; *** — p < 0.001 — compared with basal values;  
+ — p < 0.05 — intergroup comparison. Other designations are as in Fig. 2

Рис. 4. Изменение уровня внеклеточного серотонина в мПК крыс при введении в мПК 3 мМ DEA  
(3 mM DEA). # — p < 0,05; — при сравнении с фоном. Остальные обозначения, как на рис. 2

Fig. 4. Changes in mPFC extracellular serotonin levels of rats with intra-mPFC infusions of 3 mM DEA.  
# — p < 0.05 — compared with basal values. Other designations are as in Fig. 2
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стимуляции. В частности, ранее мы установили, 
что экзогенная нитрергическая стимуляция мПК 
введением 0,1 мМ DEA, донора NO, увеличива-
ет уровень внеклеточного серотонина в этой 
области в течение всего периода введения (60 мин), 
а введение 1 мМ DEA — в течение первых 30 мин, 
после чего уровень серотонина возвращается 
к фоновым значениям (Saulskaya et al. 2022). 
Такие активационные эффекты NO (0,1 мМ, 
0,5 мМ, 1 мМ) на высвобождение серотонина 
могут быть опосредованы торможением оксидом 
азота обратного захвата серотонина (Asano et al. 
1997; Chanrion et al. 2007). Кроме того, NO может 
стимулировать процесс экзоцитоза, активируя 
рГЦ — одну из основных мишеней NO (Guevara-
Guzman et al. 1994). Более того, продолжительная 
(180 мин) инфузия 1 мМ DEA в мПК приводила 
к падению этого показателя ниже фонового 
уровня в конце введения (Saulskaya et al. 2021), 
возможно, как отмечалось выше, вследствие 
десенcитизации рГЦ (Sayed et al. 2007) в ходе 
длительного введения DEA (1 мМ).

Результаты настоящей работы подтверждают 
эту закономерность, демонстрируя, что введение 
в мПК 3 мМ DEA вызывает лишь кратковремен-
ный (15 мин) подъем уровня внеклеточного 
серотонина в мПК, за которым следует быстрое 
уменьшение этого показателя ниже фоновых 
значений, сохраняющееся в течение всего перио-
да введения DEA (рис. 3). Сопоставление этих 
данных позволяет сделать вывод, что чем выше 
концентрация вводимого в мПК DEA, тем бы-
стрее активационное влияние экзогенного NO 
на высвобождение серотонина в этой области 
переходит в тормозное. Таким образом, значи-
тельная и длительная нитрергическая стимуля-
ция мПК может быть важной предпосылкой для 
появления тормозных эффектов NO на высво-
бождение серотонина в этой области. 

Эти результаты перекликаются с данными 
литературы о том, что сильный стресс при мо-
делировании посттравматического стрессового 
расстройства провоцирует длительную актива-
цию нитрергических процессов в ЦНС, что 
вызывает хроническое торможение активности 
серотониновых нейронов ядер шва и сопрово-
ждается усилением тревожности и проявлений 
страха (Sun et al. 2021).

Значимым результатом работы являются 
данные, свидетельствующие, что более мягкая 
(эндогенная) нитрергическая стимуляция мПК 
локальными введениями субстрата NO-синтазы 
L-аргинина в широком диапазоне концентраций 
(0,1 — 5 мМ) (в отличие от DEA) увеличивает 
уровень внеклеточного серотонина в мПК  
в течение всего времени введения. При этом,  

по нашим прежним данным, блокада нитрерги-
ческой системы мПК локальным введением 
N-нитро-L-аргинина (0,5 мМ), ингибитора NO-
синтазы, снижает данный показатель (Saulskaya 
et al. 2022). Рассмотренные вместе, эти резуль-
таты позволяют сделать вывод о стимулирующем 
действии эндогенных нитрергических сигналов 
мПК на высвобождение серотонина в этой кор-
ковой области.

В целом, полученные в работе новые данные 
свидетельствуют, что эндогенная и экзогенная 
нитрергические стимуляции мПК по-разному 
регулируют высвобождение серотонина в мПК, 
что, возможно, отражает различие в механизмах, 
обслуживающих NO-серотониновое взаимо-
действие в этой области коры в норме и при 
психопатологии.
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