
ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ, 2021, том 71, № 2, с. 286–292

286

ОКСИД АЗОТА НЕОБХОДИМ ДЛЯ ЛАБИЛИЗАЦИИ
(ДЕСТАБИЛИЗАЦИИ) ОБСТАНОВОЧНОЙ ПАМЯТИ У КРЫС

© 2021 г.   А. Х. Винарская1, А. Б. Зюзина1,*, П. М. Балабан1

1 Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт высшей нервной деятельности 
и нейрофизиологии РАН, Москва, Россия

*e-mail: lucky-a89@mail.ru
Поступила в редакцию 05.10.2020 г.

После доработки 18.12.2020 г.
Принята к публикации 22.12.2020 г.

Хорошо известно, что оксид азота (NO) участвует в формировании сигнальной памяти на
стимулы разной модальности. Мы исследовали участие оксида азота в процессе реконсо-
лидации (повторной консолидации долговременной памяти при напоминании) условно-
рефлекторной обстановочной памяти страха у крыс. После одного сеанса обучения живот-
ные демонстрировали достоверное увеличение замирания при предъявлении условного
контекста. Реактивация этой памяти на фоне блокады синтеза новых белков циклогекси-
мидом приводила к достоверному снижению времени замирания на условный контекст у
крыс. Введение селективного блокатора нейрональной NO-синтазы 3-бром-7-индазола в
условиях реактивации памяти на фоне блокады синтеза белка предотвращало ослабление
условно-рефлекторной реакции замирания, что было показано при последующем тести-
ровании животных в условном контексте. Вместе с тем введение 3-бром-7-индазола без ре-
активации не вызывало достоверных изменений в показателях условно-рефлекторного
замирания у крыс. Полученные результаты позволяют предположить, что оксид азота
участвует в лабилизации условно-рефлекторной обстановочной памяти страха при напо-
минании и, следовательно, является необходимым компонентом запуска процесса рекон-
солидации.
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ВВЕДЕНИЕ
Согласно современным представлениям,

существующая стабильная консолидирован-
ная память может быть изменена после реак-
тивации памяти (напоминания) (Haubrich,
Nader, 2018), в результате чего наблюдается
временная лабилизация (дестабилизация)
памяти и запускается процесс повторной
консолидации (реконсолидации) (Lee et al.,
2017; Kida, 2019). На этапе лабилизации па-
мять становится восприимчивой (лабильной)
к действию амнестических агентов и требует
синтеза белка для своей стабилизации (Nader
et al., 2000). Важно подчеркнуть, что только в
лабильном состоянии после реактивации
(напоминания) память может быть воспри-
имчива к внешним воздействиям. Так, в ра-

боте Мизанина (Misanin et al., 1968) было по-
казано, что электрошок, примененный после
предъявления условного стимула, приводил к
амнезии у обученных животных, в то время
как электрошок без напоминания не приво-
дил к изменениям в памяти.

В ряде исследований было показано, что
для перехода памяти из стабильного в ла-
бильное состояние в результате реактивации
необходимо участие оксида азота. Его роль в
механизмах синаптической пластичности,
обучении и памяти неоднократно описыва-
лась (Antonov et al., 2007; Lisboa et al., 2015;
Bradley, Steinert, 2016; Chen et al., 2016; Hott
et al., 2017; Li et al., 2017; Zhang et al., 2017; Cai
et al., 2018; Dyer et al., 2019; Noriega-Prieto
et al., 2019; Bingor et al., 2020; Song et al., 2020).
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Недавно на наземных моллюсках было пока-
зано, что оксид азота необходим для дестаби-
лизации (лабилизации) обстановочной па-
мяти и запуска процесса реконсолидации
(Balaban et al., 2014). Балабан с коллегами
продемонстрировали, что реактивация памя-
ти при комбинированном введении блокато-
ра синтеза белка анизомицина и ингибиторов
NO-синтазы (или скавенджеров оксида азо-
та) не приводила к ухудшению долговремен-
ной обстановочной памяти, т.е. реконсоли-
дация не запускалась в отсутствие оксида азо-
та, в то время как введение анизомицина до
или сразу после реактивации памяти досто-
верно ухудшало обстановочную оборони-
тельную память (Gainutdinova et al., 2006; Bal-
aban et al., 2014). Схожие данные о роли окси-
да азота в реконсолидации памяти у грызунов
были получены Баль и соавт. (Bal et al., 2017а).
Они продемонстрировали, что при напоми-
нании (реактивации памяти) в условиях бло-
кады синтеза белка введение селективных
блокаторов нейрональной NO-синтазы 3-бром-
7-нитроиндазол (3-бр7-ни) или ARL предот-
вращало ухудшение памяти на сигнальный
стимул. Исследований по изучению роли NO
в запуске процесса реконсолидации обстано-
вочной памяти у грызунов не проводилось.
Кроме того, Баль и соавт. (Bal et al., 2017б)
удалось показать, что оксид азота может регу-
лировать убиквитин-зависимую протеасом-
ную деградацию белков в культивированных
нейронах гиппокампа, что можно рассматри-
вать наряду с локальным нитрозилированием
белков в синапсе как предположительный
механизм, благодаря которому оксид азота
обеспечивает дестабилизацию памяти после
реактивации.

Основываясь на предыдущих исследова-
ниях роли оксида азота в реконсолидации
долговременной сигнальной и обстановоч-
ной памяти у различных видов животных, мы
предположили, что реактивация памяти (на-
поминание) индуцирует производство окси-
да азота за счет активации NO-синтазы. Да-
лее оксид азота запускает процесс лабилиза-
ции (дестабилизации) памяти, что делает
возможным модификацию реактивирован-
ной памяти с дальнейшей повторной консо-
лидацией (реконсолидацией) памяти. В на-
стоящем исследовании мы проверили дан-
ную гипотезу о вовлечении оксида азота в
процесс лабилизации контекстной памяти
при реконсолидации, используя процедуру
напоминания. Задачей данного исследова-

ния было определить влияние системного
введения селективного ингибитора нейро-
нальной NO-синтазы 3-бр7-ни на поддержа-
ние и реконсолидацию условно-рефлектор-
ного обстановочного страха у крыс, а также
расширить имеющиеся литературные сведе-
ния о роли оксида азота в процессах памяти.
Мы провели эксперименты по выработке
условно-рефлекторной обстановочной памя-
ти страха у крыс линии Long-Evans. Обнару-
жено, что блокада синтеза белка циклогекси-
мидом (ЦГМ) при напоминании приводила к
нарушению долговременной контекстной
памяти в соответствии с ранее показанными
эффектами ингибиторов синтеза белка. Од-
нако одновременная блокада синтеза белка и
синтеза оксида азота нейрональной NO-син-
тазой предотвращала ухудшение долговре-
менной памяти об обстановке. Полученные
данные совпадают с результатами, получен-
ными для сигнальной памяти у грызунов (Bal
et al., 2017а), и позволяют предположить, что
синтез оксида азота может регулировать ре-
консолидацию, обеспечивая лабилизацию
(дестабилизацию) сигнальной и контекстной
памяти при напоминании.

МЕТОДИКА
Объект исследования

Опыты проводили на 32 крысах-самцах
линии Long-Evans массой 260–360 г, полу-
ченных из филиала института биоорганиче-
ской химии РАН в Пущино. Животных со-
держали в виварии при обычном 12-часовом
световом режиме со свободным доступом к
воде и стандартному корму. В экспериментах
соблюдали принципы гуманности, изложен-
ные в директивах Европейского Сообщества
(2010/63/ЕU), и положения ИВНД и НФ
РАН о работе с экспериментальными живот-
ными.

Введение веществ

Ингибитор синтеза белка ЦГМ (Sigma-Al-
drich) растворяли в 0.9% NaCl и вводили под-
кожно в дозе 2.8 мг/кг. Селективный ингиби-
тор нейрональной NO-синтазы 3-бром-7-
нитроиндазол (3-бр7-ни) (Enzo Life Sciences)
растворяли в 100% ДМСО и вводили внутри-
брюшинно в дозе 10 мг/кг. Все препараты
вводили сразу после напоминания в объеме
0.1 мл на 100 г веса тела крыс. Контрольные
препараты вводили подкожно (физиологиче-
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ский раствор для ЦГМ) и внутрибрюшинно
(100% ДМСО для 3-бр7-ни).

Выработка и тестирование
условно-рефлекторного страха

Опыты проводили в камере Startle and Fear
Combined System производства PanLab Har-
vard Apparatus. Внутренняя камера размером
28 × 28 × 28 см, куда помещали животное,
располагалась на 4 датчиках, фиксирующих
движения крысы. В экспериментах исполь-
зовали определенный вид контекста: темные
стены + решетчатый пол. Животных обучали
и тестировали в одном и том же контексте.
При обучении после 120-секундного иссле-
довательского периода (тест Т0) предъявляли
два электрокожных раздражения лап через
решетку пола (1 с, 0.06 мА) с 30-с межсти-
мульным интервалом, после чего следовал
30-с исследовательский период (рис. 1 (а)).
Через 24 ч после обучения тестировали услов-
но-рефлекторный страх в условном контек-
сте (тест Т1), при этом животных помещали в
условный контекст на 180 с. На основании
времени замирания в тесте Т1 судили об
успешности обучения. Немедленно после те-
ста Т1 животным вводили либо ДМСО/фи-
зиологический раствор (группа “контроль”,
n = 14), либо ДМСО/ЦГМ (группа ЦГМ, n = 8),
либо 3-бр7-ни/ЦГМ (группа 3-бр7-ни +
+ ЦГМ, n = 5), либо 3-бр7-ни/физиологиче-
ский раствор (группа 3-бр7-ни, n = 5). Через
24 ч после введения веществ животных снова
помещали в условный контекст на 180 с для
тестирования (тест Т2). Через 14 дней (день 17)
животные всех групп были помещены в
условный контекст на 180 с для тестирования
(тест T3) (рис. 1 (б)).

Активность каждой крысы записывали на
видео и количественно оценивали в режиме
офлайн. Память на условный стимул измеря-
лась как замирание, прекращение движения
помимо дыхания. Подсчитывали процент
времени замирания от общего времени на-
хождения в условном контексте ( (продолжи-
тельность замирания/общая продолжитель-
ность) × 100).

Статистическая обработка данных
Для статистической оценки учитывались

только животные, которые пережили все эта-
пы исследования. Ни одно здоровое живот-
ное не было исключено из наших расчетов.
Как правило, смертность от ЦГМ составляла

примерно 30% от всех крыс, которым вводи-
ли ЦГМ.

При сопоставлении времени замирания
крыс в процессе выработки и тестирования
условно-рефлекторного страха у крыс разных
групп использовали дисперсионный анализ
(ANOVA/MANOVA), когда исследуемая пе-
ременная представлена несколькими измере-
ниями. Исследовали влияние фактора “груп-
пы” при выработке рефлекса и при последу-
ющих тестированиях. При post hoc анализе
использовали критерий Бонферрони. Для об-
работки результатов использовали стандарт-
ную программу STATISTICA 10.0. Все данные
представлены как среднее значение ±S.E.M.
Различия считали достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В настоящем исследовании мы проверили
гипотезу о вовлечении оксида азота в процесс
лабилизации контекстной памяти при рекон-
солидации, используя процедуру напомина-
ния. Как показано на рис. 1 (в), все группы
крыс демонстрировали схожие низкие пока-
затели замирания до обучения. Предъявле-
ние двух электрокожных раздражений лап
в условном контексте привело к достовер-
ному увеличению замирания во всех группах
(F (1,28) = 485.78, p < 0.001 для эффекта тесто-
вого испытания). Сразу после Т1 крысам вво-
дили вещества. При тестировании через 24 ч
после введения препаратов (тест Т2) ANOVA
выявил достоверный основной эффект груп-
пы (T2, F (3,28) = 7.939, p < 0.001). Post-hoc-
сравнения показали, что группа ЦГМ показа-
ла достоверно меньшее замирание по сравне-
нию с контрольной группой (р < 0.0001), с
группой 3-бр7-ни+ЦГМ (р = 0.0020), а также
с группой 3-бр7-ни (р = 0.0003). Процент за-
мирания групп “контроль”, 3-бр7-ни+ЦГМ
и 3-бр7-ни не различался в тестовой сессии T2.
При тестировании спустя 14 дней (тест Т3)
ANOVA выявил достоверный основной эф-
фект группы (T2, F (3,28) = 19.588, p <
< 0.001). Крысы из группы ЦГМ по-прежне-
му демонстрировали достоверно более сла-
бую реакцию замирания на условный кон-
текст, чем контрольные животные (post-hoc
анализ, р < 0.0001), животные группы 3-бр7-
ни + ЦГМ (post-hoc анализ, р < 0.0001), и жи-
вотные группы 3-бр7-ни (post-hoc анализ, р <
< 0.0001). Post-hoc анализ не выявил разли-
чий между уровнем замирания животных
групп “контроль”, 3-бр7-ни+ЦГМ и 3-бр7-
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Рис. 1. (а) – Протокол обучения. БС – безусловный раздражитель, электрошок. (б) – Протокол экспери-
мента. Т0 – тест до обучения, Т1 – тест 24 ч после обучения (препараты вводили сразу после реактивации
памяти – теста Т1), Т2 – тест 24 ч после введения препаратов, Т3 – тест спустя 15 дней после введения пре-
паратов. (в) – Усредненные данные о влиянии селективного ингибитора NO-синтазы 3-бр7-ни и блока-
тора синтеза белка ЦГМ на реконсолидацию памяти. Крысы, получавшие ЦГМ (n = 8) сразу после напо-
минания (тест Т1), показали достоверное снижение реакции замирания в тестах Т2 и Т3. Введение 3-бр7-ни
одновременно с ЦГМ предотвращало ослабление условно-рефлекторной реакции замирания при после-
дующем тестировании животных (тест Т2, Т3, группа 3-бр7-ни+ЦГМ, n = 5). Введение 3-бр7-ни не вызы-
вало достоверных изменений в показателях условно-рефлекторного замирания у крыс (группа 3-бр7-ни,
n = 5). Контрольная группа (n = 14) демонстрировала хорошую память на протяжении всех тестовых сес-
сий. Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего. По оси ординат процент времени
замирания. Достоверность была установлена на уровне p < 0.05.
Fig. 1. (а) – Training protocol. US – unconditioned stimulus, foot shock. (б) – Schematic representation of the ex-
periment protocol. T0 – test before training, T1 – test 24 hr after training (drugs were administered immediately
after memory reactivation – test T1), T2 – test 24 hr after drug administration, T3 – test 15 days after drug admin-
istration. (в) – Averaged data on effects of the NO-synthase selective inhibitor 3-bromo-7-indazole and protein syn-
thesis blocker cycloheximide on memory reconsolidation. Rats that received cycloheximide (group CXM, n = 8) im-
mediately after the reminder (test T1) showed a significant decrease in the freezing level in tests T2, T3. Adminis-
tration of 3-bromo-7-nitroindazole simultaneously with cycloheximide prevented weakening of the conditioned
freezing response during subsequent testing T2, T3 (group 3-br7ni + CXM, n = 5). 3-bromo-7-indazole adminis-
tration only did not cause significant changes in a conditioned freezing response in rats (group 3-br7-ni, n = 5). The
control group (n = 14) demonstrated good memory throughout all test sessions. Data are presented as means ±
± SEM. The ordinate is the percentage of freezing time. The significance was set at p < 0.05.
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ни. Животные этих групп демонстрировали
высокие показатели замирания (хорошую па-
мять) на протяжении всех тестовых сессий.

Таким образом, полученные данные де-
монстрируют, что одновременная блокада
активности NO-синтазы и синтеза белка по-
сле реактивации памяти предотвращает ухуд-
шение памяти, которое обычно наблюдалось
при реактивации памяти при блокаде синтеза
белка. Наши результаты предполагают, что
синтез оксида азота необходим для дестаби-
лизации памяти.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время существует множество
доказательств участия оксида азота в синап-
тической пластичности, обучении и памяти
(Antonov et al., 2007; Lisboa et al., 2015; Bradley,
Steinert, 2016; Chen et al., 2016; Hott et al., 2017;
Li et al., 2017; Zhang et al., 2017; Cai et al., 2018;
Dyer et al., 2019; Noriega-Prieto et al., 2019; Bin-
gor et al., 2020; Song et al., 2020). Однако пока
мало что известно о взаимосвязи производ-
ства оксида азота и процесса дестабилизации
памяти при напоминании. В настоящем ис-
следовании мы проверили гипотезу о вовле-
чении оксида азота в процесс лабилизации
контекстной памяти при реконсолидации,
используя процедуру напоминания.

Нами было показано, что реактивация па-
мяти на фоне блокады синтеза новых белков
ЦГМ приводила к достоверному снижению
времени замирания на условный контекст у
крыс (рис. 1 (в), группа ЦГМ), т.е. к наруше-
нию обстановочной памяти страха. Введение
селективного блокатора NO-синтазы 3-бр7-ни
в условиях реактивации памяти при блокаде
синтеза белков предотвращало ослабление
условно-рефлекторной реакции замирания
при последующем тестировании животных в
условном контексте (рис. 1 (в), группа 3-бр7-ни
+ ЦГМ). Иными словами, одновременная
блокада синтеза белка и производства оксида
азота при напоминании предотвращала ухуд-
шение обстановочной памяти страха. Услов-
но-рефлекторный страх обстановки – это
особый вид памяти со своими механизмами
(Izquierdo et al., 2016; Chaaya et al., 2018). Сле-
дует отметить, что в данной работе впервые
показана важность оксида азота для дестаби-
лизации именно условно-рефлекторной об-
становочной памяти страха у грызунов при
напоминании. Эти данные полностью соот-
ветствуют недавно опубликованным резуль-

татам, касающимся влияния блокады синтеза
оксида азота на реконсолидацию обстано-
вочной оборонительной памяти у наземных
моллюсков (Balaban et al., 2014). В этом ис-
следовании напоминание на фоне инъекции
блокатора синтеза белка анизомицина при-
водило к ухудшению обстановочной оборо-
нительной памяти, в то время как напомина-
ние при комбинированном введении анизо-
мицина и любого из ингибиторов NO-
синтазы: L-NNA, L-NAME или скавенджера
оксида азота PTIO – не вызывало ухудшения
долговременной обстановочной памяти. На-
ши данные соответствуют результатам ранее
проведенного исследования (Bal et al., 2017а),
где было продемонстрировано, что при напо-
минании (реактивации памяти) введение се-
лективных блокаторов NO-синтазы 3-бр7-ни
или ARL в условиях блокады синтеза белка
предотвращало ухудшение памяти на сиг-
нальный стимул.

Следует отметить, что в настоящем иссле-
довании введение 3-бр7-ни не вызывало до-
стоверных изменений в показателях условно-
рефлекторного замирания у крыс (рис. 1 (в),
группа 3-бр7-ни), т.е. сам по себе 3-бр7-ни не
влиял на процесс реконсолидации памяти.
Это согласуется с рядом ранее опубликован-
ных работ (Balaban et al., 2014; Bal et al., 2017а;
Chen et al., 2016).

Хотя полученные результаты и подтвер-
ждают роль оксида азота в лабилизации па-
мяти, следует помнить, что лабилизация па-
мяти – это сложный многоступенчатый про-
цесс, требующий, вероятно, нескольких
сигнальных каскадов. Так, в одной из недав-
них работ (Jarome et al., 2016) было показано,
что CaMKII контролирует инициирование
процесса реконсолидации памяти посред-
ством регуляции убиквитин-опосредованной
деградации белков; ингибирование CaMKII
полностью нивелировало нарушения памя-
ти, которые возникали в результате блокады
синтеза белка после напоминания. Эффект
предотвращения дестабилизации памяти в
условиях блокады синтеза белка и реактива-
ции памяти был показан также при одновре-
менном введении блокатора деградации бел-
ка (Lee et al., 2008; Jarome et al., 2011). В более
ранних работах было показано, что блокада
бета-адренорецепторов во время реактива-
ции нарушает процесс реконсолидации. Эти
результаты предполагают, что реактивация
памяти запускает зависящий от бета-рецеп-
торов каскад внутриклеточных событий, что
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позволяет реорганизовать существующую
память (Przybyslawski et al., 1999).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши результаты показывают, что блокада
синтеза оксида азота полностью предотвра-
щает ухудшение контекстной условно-рефлек-
торной памяти страха, вызванное ингибирова-
нием синтеза белка при реконсолидации. Ос-
новываясь на этих данных, мы предполагаем,
что локальное повышение концентрации окси-
да азота, активируемое в результате реактива-
ции памяти, является важным событием, ко-
торое приводит к дестабилизации памяти,
что делает возможной модификацию реакти-
вированной памяти. В целом полученные ре-
зультаты подтверждают гипотезу о роли ок-
сида азота в процессе лабилизации условно-
рефлекторной памяти страха при реконсоли-
дации у грызунов. Кроме того, схожесть ме-
ханизмов действия оксида азота на память
беспозвоночных и позвоночных животных
доказывает консервативность клеточных ме-
ханизмов памяти и обучения у животных в
целом.

Работа частично поддержана грантом РФФИ
17-00-00216 и грантом МОН 075-15-2020-801.
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NITRIC OXIDE IS NECESSARY FOR LABILIZATION (DESTABILIZATION) 
OF CONTEXTUAL FEAR MEMORY IN RATS
A. Kh. Vinarskayaa, А. B. Zuzinaa,#, and P. М. Balabana

a Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Science, Moscow, Russia
#e-mail: lucky-a89@mail.ru

Nitric oxide (NO) is known to be involved in cued memory development. We investigated partici-
pation of nitric oxide in the reconsolidation process of the conditioned contextual fear memory in
rats. After a single training session, animals showed significantly increased freezing when presented
with a conditioned context. Memory reactivation under protein synthesis blockade by cyclohexim-
ide led to a significant decrease in freezing time in the conditioned context. Administration of a se-
lective blocker of neuronal nitric oxide synthase 3-Bromo-7-nitroindazole under conditions of
memory reactivation during protein synthesis blockade prevented weakening of the conditioned
freezing response during subsequent testing in the conditioned context. At the same time, 3-Bro-
mo-7-nitroindazole administration without reactivation did not cause significant changes in the
conditioned freezing level in rats. The results obtained suggest that nitric oxide is involved in the la-
bilization of conditioned contextual fear memory during reminder and, therefore, is necessary for
reconsolidation.

Keywords: fear conditioning, contextual memory, reconsolidation, nitric oxide (NO), NO-syn-
thase, cycloheximide
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