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Ранее мы показали, что выработка условной реакции страха (модель формирования страха) сопро-
вождается подъемом уровня внеклеточного серотонина в медиальной префронтальной коре, усили-
вающим будущую генерализацию страха. Цель работы – исследовать возможный вклад в такую ре-
гуляцию NO-серотонинового взаимодействия. На крысах линии Спрег-Доули методом прижиз-
ненного внутримозгового микродиализа показано, что введение в медиальную префронтальную
кору методом диализной инфузии донора NO диэтиламин ноноата (1 мМ) увеличивает уровень вне-
клеточного серотонина в этой области в первые 30 мин введения с последующим постепенным сни-
жением этого показателя. Такое введение предотвращает подъем уровня внеклеточного серотонина
в медиальной префронтальной коре, вызываемый выработкой условной реакции страха (сочетание
условного звукового сигнала (CS+) с неизбегаемым болевым раздражением), и приводит через сут-
ки к уменьшению замирания животных на дифференцировочный звуковой сигнал (CS–), не ассо-
циируемый с болевым раздражением (показатель генерализованного страха), не влияя на замира-
ние тех же животных на условный сигнал (CS+), ранее сочетавшийся с болевым раздражением (по-
казатель условнорефлекторного страха). Полученные данные впервые свидетельствуют, что при
формировании условной реакции страха нитрергические сигналы в медиальной префронтальной
коре тормозят функциональную активацию серотониновой системы, уменьшая ее вклад в форми-
рование генерализованного страха.
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ВВЕДЕНИЕ
Медиальная префронтальная кора (мПК) рас-

сматривается в литературе в качестве центрально-
го звена адаптивного контроля страха [см. 1–3],
регулирующего его неоправданные проявления.
Нарушение такого контроля при инактивации
мПК или ее выходных путей в эксперименталь-
ных моделях страха на животных [4, 5], а также у
пациентов с посттравматическим стрессовым
расстройством [6] выражается, в частности, в уси-
лении проявлений страха на безопасные стимулы
(генерализация страха). Данные литературы сви-
детельствуют, что регуляция этой корковой обла-
стью генерализации страха связана с формирова-
нием и/или консолидацией дифференцировоч-
ной памяти и зависит от активации НМДА
рецепторов на пирамидных нейронах мПК [7, 8].

Активность этих нейронов находится под кон-
тролем нескольких нейромодуляторных систем.
Ранее мы показали, что две из них, серотонинер-
гическая и нитрергическая, задействованы в кон-
троле генерализации страха, причем оказывают
на нее противоположные по знаку влияния [9–
12]. В частности, по нашим данным, полученным
в микродиализных экспериментах, обе эти системы
мПК усиливают свою активность при выработке
условной реакции страха (УРС – сочетание
условных звуковых сигналов CS+ с неизбегаемым
болевым раздражением) [10, 12]. Причем степень
такой активации у конкретного животного влияет
на степень последующей генерализации страха:
чем сильнее активирована серотониновая систе-
ма мПК во время выработки УРС [9] или чем
меньше активирована ее нитрергическая система
[12], тем сильнее будут впоследствии проявления
генерализованного страха (замирание на без-
опасные дифференцировочные стимулы). Одна-
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ко не известно, насколько независимы такие из-
менения активностей названных систем мПК во
время выработки УРС, не исследовано, может ли
нитрергическая система мПК в ходе формирова-
ния страха влиять на активность серотониновой
системы мПК, изменяя тем самым ее вклад в ге-
нерализацию страха.

С использованием различных методических
подходов продемонстрировано, что NO регулирует
синтез, высвобождение и обратный захват серото-
нина в ряде отделов ЦНС [см. 13, 14]. Показано уча-
стие NO-серотонинового взаимодействия в кон-
троле тревожности [15], депрессивного поведе-
ния [14] и агрессивности [16]. Однако сведения о
роли NO-серотониновых влияний в генерализа-
ции страха ограничены. А именно, установлено,
что мыши с генным нокаутом нейронной NO
синтазы, с одной стороны, характеризуются по-
вышенной генерализацией страха [17], а с другой
стороны, демонстрируют сниженный метаболиз-
мом серотонина и увеличение его тканевого уровня
в ряде областей мозга, включая кору [16]. Сопостав-
ление этих данных, полученных в разных исследова-
ниях, позволяет предполагать, что чрезмерная гене-
рализация страха у животных с генным нокаутом
нейронной NO синтазы может быть опосредова-
на хотя бы частично дисфункцией серотонино-
вой системы ЦНС, вызываемой недостатком NO.
Вместе с тем, сведения о роли локальных NO-за-
висимых серотониновых механизмов мПК в регу-
ляции генерализации страха отсутствуют.

Цель настоящей работы заключалась в изуче-
нии возможного вклада NO-серотонинового вза-
имодействия в мПК в регуляцию этой корковой
областью генерализации страха. Для этого, мето-
дом прижизненного внутримозгового микродиа-
лиза, во-первых, исследованы эффекты введения
в мПК донора NO диэтиламин ноноата (1 мМ) на
изменения уровня внеклеточного серотонина в этой
области, вызываемые выработкой УРС, во-вторых,
изучено влияния такого введения, осуществляемого
во время выработки УРС, на формирование и гене-
рализацию этой условнорефлекторной реакции,
оцениваемых по замиранию животных (показатель
страха) при предъявлении условных сигналов
(CS+), ранее сочетавшихся с болевым раздраже-
нием, и дифференцировочных сигналов (CS–),
не ассоциируемых с болевым раздражением соот-
ветственно. Таких сведений в литературе нет.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Работа выполнена на крысах-самцах линии

Спрег-Доули массой 270–350 г из биоколлекции
“Коллекция лабораторных млекопитающих раз-
ной таксономической принадлежности” Инсти-
тута физиологии им. И.П. Павлова РАН. Экспе-
рименты проводили в соответствии с междуна-
родными нормами гуманного обращения с

экспериментальными животными (директива
Евросоюза № 86/609/EEC). Крысам под нарко-
зом (рометар, 1.4 мкг/100 г массы и золетил,
5 мг/100 г массы, внутримышечно) имплантировали
диализные канюли в мПК, как описано ранее [12].
Эксперименты с применением микродиализа
проводили на второй и третий день после им-
плантации канюль. Животных разделяли на 2
группы: группа “Без введения” (n = 10) и группа
“DEA NONO” (n = 9). Схема эксперимента при-
ведена на рис. 1. В первый экспериментальный день
(этап обучения) крыс обеих групп тестировали в
течение 10 мин в установке “Открытое поле” для
выяснения исходного уровня подвижности живот-
ных перед обучением. Регистрировали горизон-
тальную активность (пересечения границ секторов
установки) и количество стоек. Затем каждое жи-
вотное помещали в дневную домашнюю клетку
и начинали перфузию мПК искуственной спин-
номозговой жидкостью (ИСМЖ) со скоростью
1 мкл/мин, используя диализный насос SP-300
(Next Advanced, США). После периода стабили-
зации (1.5 ч) собирали 5 фоновых порций диали-
зата (по 15 мин каждая). Далее у крыс группы “Без
введения” вырабатывали УРС с дискриминацион-
ным компонентом, как ранее описано [9]. Коротко,
крысу сначала помещали в условнорефлекторную
камеру с решетчатым полом на 5 мин, где с интер-
валом в 1 мин ей предъявляли условный стимул
(CS+) – тон (1000 Гц, 10 с), сочетаемый на по-
следней секунде с электрокожным раздражением
лап (0.5 мА, 1 с) (выработка УРС). Далее живот-
ное возвращали в дневную домашнюю клетку и
через 70 мин проводили дифференцировочную
сессию 1 – крысу помещали в дифференцировоч-
ную камеру на 5 мин, где 1 раз в минуту предъяв-
ляли дифференцировочный сигнал (CS–) – пре-
рывистый тон (1000 Гц, 10 с), без электрокожного
раздражения. На этом этап обучения заканчива-
ли. Затем животное возвращали в дневную до-
машнюю клетку на 55 мин, после чего экспери-
мент завершали.

Животным группы “DEA NONO” после сбора
фоновых порций диализата в ИСМЖ для перфузии
мПК добавляли донор NO – диэтиламин ноноат
(DEA NONO, 1 мМ; Sigma, США) и собирали
3 порции диализата. Затем у крыс этой группы сна-
чала вырабатывали УРС, а спустя 70 мин прово-
дили дифференцировочную сессию 1, как описа-
но для группы “Без введения”. Через 55 мин после
ее окончания перфузионную жидкость, содержа-
щую DEA NONO, заменяли на ИСМЖ и в тече-
ние 30 мин производили дополнительную перфу-
зию мПК для устранения остатков препарата. На
этом эксперимент завершали.

На следующий день (экспериментальный день 2,
этап тестирования) животных обеих групп тести-
ровали в приподнятом крестообразном лабирин-
те, как ранее описано [10]. Регистрировали время
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пребывания (с) и амбулацию (пересечения секто-
ров) в открытых и закрытых рукавах, количество
стоек в закрытых рукавах и количество свешиваний
в открытых рукавах. После этого крысу пересажива-
ли в дневную домашнюю клетку и начинали диа-
лизную перфузию мПК. После стабилизацион-
ного периода собирали 5 фоновых порций диали-
зата. Затем с животными обеих групп сначала
проводили дифференцировочную сессию 2 (тест
на генерализацию УРС), как и в первый день экс-
перимента, а через 70 мин после нее – реализа-
цию УРС (тест на выработанность УРС). В ходе
реализации УРС крысу помещали в условноре-
флекторную камеру на 5 мин, где 1 раз в минуту
предъявляли CS+ (10 с) без электрокожного раз-
дражения. Далее животное возвращали в дневную
домашнюю клетку на 70 мин, после чего экспери-
мент завершали.

На протяжении всего периода экспериментов
диализат собирали каждые 15 мин и анализировали
на содержание серотонина. Поведенческие тесты
сопровождались видеорегистрацией поведения на
персональном компьютере (веб-камера “Logiteсh”,
Китай). Во время дифференцировочной сессии 2
и реализации УРС (этап тестирования) регистри-
ровали длительность замирания (с) на условный
(CS+) и дифференцировочный (CS–) сигналы –
параметры, характеризующие степень вырабо-
танности УРС и степень ее генерализации соот-
ветственно, а также длительность замирания в
межсигнальных интервалах (с). Для каждой крысы
вычисляли коэффициент генерализации УРС –
процентное отношение длительности замирания
на СS– к длительности замирания на CS+.

В отдельных экспериментах у крыс (n = 13) с
имплантированными в мПК диализными каню-
лями исследовали эффекты введения в мПК DEA
NONO (1 мМ) на чувствительность к электро-

кожному раздражению. Части животных (n = 7) в
мПК в течение 45 мин водили 1 мМ DEA NONO,
добавляя препарат в перфузионную жидкость.
Оставшимся животным (n = 6) состав перфузион-
ной жидкости не меняли. Затем каждую крысу
помещали в камеру с решетчатым покрытием по-
ла и определяли пороги чувствительности к току
(мкА), как ранее описано [10].

Уровень серотонина в диализате мПК опреде-
ляли методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии с электрохимической детекцией
(Shimadzu, Германия), как ранее описано [10]. Ре-
гистрацию и обработку хроматограмм осуществля-
ли с помощью программы МультиХром 1.72 (Ам-
персенд, Россия). Содержание серотонина в каж-
дой диализной пробе выражали в нМ/л, а затем – в
процентах по отношению к собственному средне-
му фоновому уровню. После завершения экспери-
ментов производили забой животных (рометар,
1.4 мг/100 г массы, золетил, 5 мг/100 г массы, внут-
римышечно, уретан, 0.2 г/100 г массы, внутрибрю-
шинно). Мозг извлекали для проведения морфоло-
гического контроля попаданий. В обработку были
включены крысы с локализацией канюли в мПК.

Статистическую обработку проводили с ис-
пользованием статистического пакета SigmaStat
(3.0). Данные выражали как среднее ± ошибка
среднего (n), где n – количество животных. Срав-
нение изменений уровня внеклеточного серото-
нина относительно фона осуществляли методом
однофакторного дисперсионного анализа (фак-
тор – время; F-критерий). Затем проводили срав-
нение изменений в отдельных временных точках
относительно фона по t-критерию Бонферрони
(post hoc тест). Межгрупповое сравнение осу-
ществляли методом двухфакторного дисперсион-
ного анализа (первый фактор – группа, второй
фактор – время, F-критерий) с последующим срав-

Рис. 1. Схема эксперимента. CS+ – условный звуковой сигнал; CS– – дифференцировочный звуковой сигнал.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЙ ДЕНЬ 1
(обучение)

ОТКРЫТОЕ ПОЛЕ
210 мин ВЫРАБОТКА УРС

5 × [ТОК + (CS+)]
ДИФФЕРЕНЦИРОВКА

5 × (CS−)
70 мин 55 мин

DEA NONO 1 мМ

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЙ ДЕНЬ 2
(тестирование)

КРЕСТООБРАЗНЫЙ
ЛАБИРИНТ

165 мин ДИФФЕРЕНЦИРОВКА
5 × (CS−)

РЕАЛИЗАЦИЯ
5 × (CS+)

70 мин
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нением групп в конкретных временных точках по
t-критерию Бонферрони. Сравнение параметров
поведения проводили при помощи t-критерия
Стьюдента. Коэффициент корреляции вычисляли
по методу Пирсона (SigmaStat (3.0).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Животные экспериментальных групп не раз-

личались перед началом экспериментов по актив-
ности в тесте “Открытое поле”. Горизонтальная ак-
тивность: группа “DEA NONO” – 52 ± 13 (9) пере-
сечения; группа “Без введения” – 52 ± 12 (10)
пересечения; (t = 0.05; p = 0.97). Стойки: группа
“DEA NONO” – 10 ± 2 (9), группа “Без введения” –
6 ± 1 (9); (t = 1.6; p = 0.13).

Фоновый уровень внеклеточного серотонина в
диализате мПК составлял у животных группы
“DEA NONO” 0.20 ± 0.02 (9) нМ в первый день и
0.18 ± 0.02 (9) нМ во второй день экспериментов,
а у крыс группы “Без введения” – 0.19 ± 0.01 (10)
нМ в первый день и 0.18 ± 0.01 (10) нМ во второй
день экспериментов. Не было выявлено влияния
группы (F(1,34) = 0.06, p = 0.8), дня эксперимента
(F(1,34) = 1.02, p = 0.3) и взаимодействия этих фак-
торов (F(1,34) = 0.10, p = 0.8) на данный показатель.

Выработка УРС с дискриминационным ком-
понентом (этап обучения) у животных группы

“Без введения” сопровождалась подъемом уров-
ня внеклеточного серотонина в мПК относитель-
но фонового уровня перед тестированием (рис. 2;
F(13,117) = 8.2, p < 0.001) в ходе обоих тестов – выра-
ботки УРС (максимум 129 ± 5%, длительность
30 мин) и дифференцировочной сессии 1 (макси-
мум 112 ± 5%, длительность 15 мин), что соответ-
ствует ранее полученным нами данным [10].

Введение в мПК перед выработкой УРС 1 мМ
DEA NONO вызывало временный (30 мин) подъем
уровня внеклеточного серотонина в мПК (макси-
мум 136 ± 10%) относительно фона перед ведением
(рис. 2; F(7,56) = 10.7, p < 0.001). Затем уровень внекле-
точного серотонина мПК постепенно снижался
(рис. 2; F(11,88) = 9.2, p < 0.001) и в конце первого дня
экспериментов становился ниже фоновых значений
(80 ± 6%; t = 3.9; p < 0.01). Корреляционный анализ,
охватывающий весь период введения препарата,
подтвердил отрицательную корреляционную за-
висимость между уровнем внеклеточного серото-
нина в мПК и временем от начала введения DEA
NONO в эту область (r = –0.58; p < 0.001).

Выработка УРС у животных группы “DEA
NONO”, осуществляемая на фоне введения в
мПК 1мМ DEA NONO, не вызывала изменений
уровня внеклеточного серотонина в мПК относи-
тельно этого показателя непосредственно перед
тестом (рис. 2; t = 0.19; p = 1.00, t-критерий Бон-
феррони), а также по сравнению с фоновым уровнем
серотонина перед введением препарата (t = 2.1;
p = 1.00). Дифференцировочная сессия 1 у животных
с введениями 1 мМ DEA NONO тоже не приводила
к достоверным изменениям уровня серотонина в
мПК относительно этого показателя перед тестом
(рис. 2; t = 2.0; p = 1.00) и перед введением DEA
NONO (рис. 1; t = 1.7; p = 1.00).

По данным двухфакторного дисперсионного
анализа, изменения уровня внеклеточного серо-
тонина во время выработки УРС у животных
группы “DEA NONO” были ниже, чем этот пока-
затель крыс группы “Без введения” (рис. 2; F(13,238) =
= 5.8, p < 0.001).

В целом, эти данные показывают, что введение
1 мМ DEA NONO в мПК в ходе обучения предот-
вращает подъем уровня внеклеточного серотонина
в этой области, вызываемый выработкой УРС.

Тестирование животных обеих групп в кресто-
образном лабиринте, проводимое на следующий
день после выработки УРС показало, что крысы
группы “DEA NONO”, подвергавшиеся накануне
введению в мПК 1 мМ DEA NONO, не отличают-
ся от крыс группы “Без введения” по времени
пребывания в закрытых и открытых рукавах ла-
биринта (рис. 3а), а также по амбулации (рис. 3б)
и вертикальной активности (рис. 3в) в закрытых
рукавах. Однако крысы группы “DEA NONO” де-
монстрировали большую горизонтальную и вер-

Рис. 2. Изменения уровня внеклеточного серотонина
в мПК в ходе выработки УРС и дифференцировочной
сессии 1 (этап обучения) у животных с введением в
мПК 1 мМ DEA NONO (“DEA NONO + Выработка
УРС”) и у крыс без введения этого препарата (“Выра-
ботка УРС”). Разброс на графиках – ошибка среднего;
белая стрелка – начало введения DEA NONO; черные
стрелки – начало тестов; горизонтальная линия – пе-
риод введения DEA NONO. * – p < 0.05; ** – p < 0.05;
*** – p <0.001 – при сравнении с фоном; + – p < 0.05;
+++ – p < 0.001 – при межгрупповом сравнении.
# ‒ p < 0.05; ## – p < 0.001 – при сравнении с уровнем
серотонина непосредственно перед тестом “Выработ-
ка УРС” у животных группы “DEA NONO”.
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тикальную исследовательскую активность в от-
крытых рукавах лабиринта (рис. 3б, в).

Предъявление животным группы “Без введе-
ния” на этапе тестирования (второй день экспери-
ментов) безопасных дифференцировочных сигна-
лов (CS–) в ходе дифференцировочной сессии 2 и
потенциально опасных условных сигналов (CS+)
во время реализации УРС сопровождалось подъ-
емом уровня внеклеточного серотонина в мПК в
ходе обоих тестов (рис. 4, F(14,112) = 5.7, p < 0.001), что
соответствует ранее полученным нами данным [18].

Животные группы “DEA NONO”, подвергну-
тые во время выработки УРС (первый день экспе-
риментов) введению в мПК 1 мМ DEA NONO,
демонстрировали на следующий день (этап те-
стирования) рост уровня внеклеточного серото-
нина в мПК в ходе дифференцировочной сессии 2
и реализации УРС (рис. 4, F(14,126) = 9.0, p < 0.001).
Причем выраженность таких изменений у живот-
ных группы “DEA NONO” не отличалась, по дан-
ным двухфакторного дисперсионного анализа, от
изменений этого показателя крыс группы “Без
введения” в ходе соответствующих тестов (рис. 4,
F(14,126) = 0.96, p = 0.49).

Анализ поведения животных на этапе тестиро-
вания показал, что крысы группы “DEA NONO”
характеризуются меньшей длительностью замира-
ния на безопасный дифференцировочный сигнал
(CS–) (рис. 5а; t = 2.6; p = 0.02), меньшим временем
неподвижности в межсигнальных интервалах
(рис. 5б; t = 2.2; p = 0.04) в ходе дифференциро-
вочной сессии 2, а также меньшим коэффициен-
том генерализации УРС (рис. 5в; t = 3.4; p = 0.003)
по сравнению с крысами группы “Без введения”.
Однако животные групп “DEA NONO” и “Без

введения” не различались по уровню замирания на
потенциально опасный условный сигнал (CS+)
(рис. 5а; t = 0.008; p = 0.99) и по уровню непо-
движности в межсигнальных интервалах (рис. 5б;
t = 0.078; p = 0.94) в ходе реализации УРС.

Порог чувствительности к электрокожному
раздражению крыс с введением в мПК в течение
45 мин 1 мМ DEA NONO составил 186 ± 9 мкА
(7), что не отличалось значимо от величины этого
показателя у животных без введения препарата
(170 ± 10 мкА (6); t = 1.1; p = 0.28).

Рис. 3. а – время пребывания (с), б – амбулация (пересечения), в – вертикальная активность (свешивания/стойки) в
открытых и закрытых рукавах крестообразного лабиринта животных, подвергавшихся (“После DEA NONO”) и не
подвергавшихся (“Без введения”) во время выработки УРС введению в мПК 1 мМ DEA NONO. * – p < 0.05 – при срав-
нении с этим показателем у животных группы “Без введения”.
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Рис. 4. Изменения уровня внеклеточного серотонина
в мПК в ходе дифференцировочной сессии и реали-
зации УРС (этап тестирования) у животных, подвер-
гавшихся (“После DEA NONO”) и не подвергавших-
ся (“Без введения”) во время выработки УРС введе-
нию в мПК 1 мМ DEA NONO. Остальные
обозначения, как на рис. 2.
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САУЛЬСКАЯ и др.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Данные литературы свидетельствуют, что си-
стемные введения ингибиторов NO синтазы увели-
чивают тканевый уровень и уменьшают метаболизм
серотонина в ряде отделов ЦНС, включая фрон-
тальную кору [19] (но см. [20]). К таким же эффек-
там приводит генный нокаут нейронной NO синта-
зы [16], о чем упоминалось во введении. Более того,
по данным микродиализных экспериментов, вве-
дения в дорсальное ядро шва донора NO S-нитро-
зо-N-пеницилламина (SNAP, 5 мМ) и ингибитора
нейронной NO синтазы 7-нитроиндазола (1 мМ)
оказывают соответственно активационные и тор-
мозные влияния на высвобождение серотонина во
фронтальной коре [21]. Все это говорит об участии
нитрергической системы ЦНС в контроле активно-
сти коркового звена серотониновой системы. Вме-
сте с тем не известно, происходит ли такое NO-се-
ротониновое взаимодействие в самой коре или же
его эффекты на корковом уровне опосредованы
другими структурами мозга, например, ядрами
шва, о чем свидетельствуют данные, процитиро-
ванные выше [21]. Не исследовано, воздействуют
ли локальные нитрергические сигналы на высво-
бождение серотонина в мПК, хотя морфологиче-
ские предпосылки такого взаимодействия суще-
ствуют. В частности, показано, что в серотонино-
вых волокнах, иннервирующих мПК, нейронная
NO-синтаза колокализована с белками транспорте-
ров серотонина [22], активность которых является
важным регулятором пула внеклеточного серото-
нина и доступности серотонина для его рецепторов.

Значимым результатом работы явилось то, что
в ней показаны влияния активации нитрергиче-
ской системы мПК на активность ее серотониновой
системы. А именно, продемонстрировано, что вве-
дения в мПК донора NO DEA NONO (1 мМ) увели-
чивает фоновый уровень внеклеточного серото-
нина в мПК в первые 30 мин введения с последую-
щим угасанием такого активационного эффекта и
перерастанием его в тормозной (снижение уровня
внеклеточного серотонина в мПК в конце введе-
ния препарата). Следует подчеркнуть, что в лите-
ратуре продемонстрированы как тормозные, так
и активационные эффекты NO на высвобожде-
ние серотонина в зависимости от области мозга
или концентрации NO, создаваемой NO донора-
ми, что связывают с множественностью мишеней
NO. В частности, в экспериментах, использую-
щих push-pull канюльную соперфузию мозга,
установлены активационные влияния введения в
гипоталамус в течение 10 мин 0.4 мМ DEA NONO
и других NO доноров на уровень внеклеточного
серотонина в этой структуре, но тормозные эф-
фекты таких введений при концентрации NO до-
норов 0.1 мМ [23]. Похожие закономерности по-
казаны методом микродиализа для ядер шва при
введении в эту область SNAP (5–0.5 мМ, 30 мин)
[21]. Полученные в настоящей работе данные
позволяют предполагать, что еще одним факто-
ром, влияющим на знак эффекта экзогенного NO
на активность серотониновой системы, по край-
ней мере в мПК, может быть длительность нит-
рергической стимуляции этой области, в ходе
которой активационные эффекты NO на уро-

Рис. 5. а – время замирания на дифференцировочный (CS–) и условный (CS+) сигналы, б – время неподвижности (с)
в межсигнальных интервалах во время дифференцировочной сессии (CS– тест) и реализации УРС (CS+ тест), в – ко-
эффициент генерализации УРС (%) у животных, подвергавшихся (“После DEA NONO”) и не подвергавшихся (“Без
введения”) во время выработки УРС введению в мПК 1 мМ DEA NONO. * – p < 0.05; ** – p < 0.01 – при сравнении с
этим показателем крыс группы “Без введения”.
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вень внеклеточного серотонина трансформиру-
ются в тормозные.

Важным проявлением тормозного действия
NO на серотониновую нейротрансмиссию в мПК
является показанное в работе NO-зависимое тормо-
жение функциональной активности серотониновой
системы мПК, поскольку ведение в эту область
1 мМ DEA NONO в течение 45 мин предотвращает
подъем уровня внеклеточного серотонина в мПК,
вызываемый выработкой УРС. Ранее мы устано-
вили, что величина такого подъема влияет на сте-
пень последующей генерализации УРС [9–11].
Об этом, в частности, свидетельствует тот факт,
что введение в мПК ингибитора обратного захва-
та серотонина флуоксетина, существенно увели-
чивающее вызываемый выработкой УРС подъем
уровня внеклеточного серотонина в мПК, усили-
вает впоследствии замирание животных на диф-
ференцировочный сигнал, не ассоциируемый с
болевым раздражением (CS–), не влияя при этом
на замирание животных на условный сигнал
(CS+), ранее сочетавшийся с болевым раздражени-
ем [10]. Основным результатом настоящей работы
являются данные, согласно которым снижение под
действием DEA NONO активации серотониновой
системы мПК, вызываемой выработкой УРС,
ослабляет будущую генерализацию УРС, что про-
является в уменьшении замирания животных на
этапе тестирования на безопасный CS–, при не-
изменности замирания на потенциально опас-
ный CS+. Эти ранее неизвестные данные впер-
вые свидетельствуют, что в ходе формирования
УРС нитрергические сигналы в мПК могут тор-
мозить функциональную активацию ее серотони-
новой системы, уменьшая ее вклад в формирова-
ние генерализованного страха.

Ранее мы показали, что выработка УРС сопро-
вождается значительным и длительным увеличени-
ем продукции NO в мПК, о чем свидетельствует
NO-синтаза-зависимый подъем в этой области
уровня внеклеточного цитруллина (сопродукта
синтеза NO) [12]. Причем такая эндогенная нит-
рергическая активация мПК, видимо, ограничи-
вает будущую генерализацию страха, поскольку
она выше у животных с низкой генерализацией
УРС и ниже у крыс с высокой генерализацией
УРС [12]. Результаты настоящей работы, во-пер-
вых, подтверждают это предположение, демон-
стрируя, что в мПК во время выработки УРС не
только эндогенные, но и экзогенные нитрергиче-
ские сигналы уменьшают генерализацию УРС.
Во-вторых, они демонстрируют, что одним из ме-
ханизмов NO-зависимого сдерживания генера-
лизации страха могут быть тормозные влияния
NO на серотониновую систему мПК в ходе фор-
мирования страха.

Следует подчеркнуть, что показанные в работе
отсроченные эффекты DEA NONO на замирание

животных при предъявлении безопасного CS– не
являются следствием влияния этого препарата на
чувствительность к болевому раздражению во
время обучения (рис. 5в) и на способность зами-
рать на этапе тестирования, поскольку они не на-
блюдались у тех же крыс при предъявлении (рис. 5а)
и ожидании (рис. 5б) потенциально опасного CS+.
Маловероятно, что они вызваны неспецифиче-
скими изменениями подвижности животных, по-
скольку мы не обнаружили влияние этого препарата
на двигательную активность в закрытых (безопас-
ных) рукавах приподнятого крестообразного лаби-
ринта (рис. 3б, в). При этом введение DEA NONO в
мПК во время выработки УРС увеличивало через
сутки горизонтальную и вертикальную активность
(но не длительность пребывания) в открытых рука-
вах крестообразного лабиринта (рис. 3), т.е. уси-
ливало исследовательское поведение, дающее
потенциальные конкурентные преимущества,
без увеличения степени риска (время в тревож-
ном окружении). Такие результаты, совместно с
данными о селективном торможении генерали-
зации УРС у крыс, ранее подвергавшихся введе-
нию DEA NONO, позволяют говорить об опти-
мизирующем действии длительной нитрергиче-
ской стимуляции мПК в ходе формирования
страха на эти формы поведения.

Важно отметить, что в наших экспериментах
введения DEA NONO проводили за сутки до те-
стирования на проявления тревожности (кресто-
образный лабиринт) и страха (CS+/CS– тесты).
Вместе с тем, по данным литературы и нашим
прежним результатам, полученным при введении
фармакологических препаратов во время тести-
рования, нитрегические сигналы мПК оказывают
анксиогенное действие, усиливая проявления
тревожности [24] и страха обстановки [25, 26]. То
есть поведенческие эффекты стимуляции или
блокады нитрергической системы мПК, видимо,
зависят от того, когда произведено фармакологи-
ческое воздействие – в ходе стресса, порождаю-
щего страх, или позже, когда память о пережитом
стрессе уже сформирована и консолидирована.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе показаны ранее неизвестные данные,

что при формировании условной реакции страха
нитрергическая система мПК может тормозить
функциональную активацию ее серотониновой си-
стемы. Причем такое NO-зависимое торможение
сопровождается селективным снижением генера-
лизации формирующегося страха, проявляющим-
ся в уменьшении замирания животных (показатель
страха) на безопасные дифференцировочные сиг-
налы, но не на опасные условные сигналы. Дан-
ные впервые свидетельствуют, что NO-серотони-
новое взаимодействие в мПК может служить меха-
низмом, обеспечивающим координированное
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участие в контроле генерализации страха нитре-
ргической и серотонинергической систем мПК,
разнонаправленно регулирующих этот процесс.
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Nitric Oxide Inhibits the Functional Activation of the Medial Prefrontal Cortex 
Serotonin System during Fear Formation and Decreases Fear Generalization

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

aPavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

We have previously shown that an acquisition of a conditioned fear response (a model of fear formation) is accom-
panied by an extracellular serotonin level rise in the medial prefrontal cortex, which enhances the future fear gen-
eralization. The aim of this work is to investigate the possible contribution of NO-serotonin interaction to such
regulation. In Sprague-Dawley rats by means of in vivo microdialysis it was shown that the infusion of diethyl-
amine nonoate (1 mM) into the medial prefrontal cortex via dialysis membrane increased the extracellular sero-
tonin level in this area during the first 30 minutes of infusion, followed by its gradual decrease. Such treatment pre-
vented the extracellular serotonin level rise in the medial prefrontal cortex, caused by the acquisition of the condi-
tioned fear response (a paired presentation of a conditioned auditory cue (CS+) and inescapable footshock), and
led in a day to a decrease in animals’ freezing to a differential auditory cue (CS–), not associated with footshock
(a measure of generalized fear), without affecting the freezing of the same animals to the conditioned cue (CS+),
previously paired with footshock (a measure of conditioned fear). The data obtained indicate for the first time that
during the conditioned fear response acquisition, nitrergic signals in the medial prefrontal cortex inhibit the func-
tional activation of the serotonin system, reducing its contribution to the generalized fear formation.

Keywords: medial prefrontal cortex, in vivo microdialysis, serotonin release, nitric oxide, NO-serotonin interac-
tion, conditioned fear response, fear generalization
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