
РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2022, том 108, 
№ 6, с. 1–17

ВЛИЯНИЕ ОКСИДА АЗОТА НА ЭЛЕКТРИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ
ТРОЙНИЧНОГО НЕРВА И СОСТОЯНИЕ ТУЧНЫХ КЛЕТОК 

ТВЕРДОЙ МОЗГОВОЙ ОБОЛОЧКИ КРЫСЫ

© 2022 г.   К. С. Королёва1, *, С. О. Свитко1, Д. А. Нурмиева1, О. Ш. Гафуров1,
А. Д. Буглинина1, Г. Ф. Ситдикова1

1Казанский (Приволжский) федеральный университет, Казань, Россия
*E-mail: k.s.koroleva@yandex.ru

Поступила в редакцию 18.04.2022 г.
После доработки 12.05.2022 г.

Принята к публикации 12.05.2022 г.

Оксид азота (NO) – представитель семейства газомедиаторов, участвующих в ре-
гуляции различных биологических процессов. Нитроглицерин, донор NO, ши-
роко используется для моделирования мигрени как у человека, так и у животных.
Однако роль периферических нейрональных структур в эффектах NO практиче-
ски не изучена. Целью работы являлось выявление эффектов NO на электриче-
скую активность тройничного нерва и состояние тучных клеток оболочек голов-
ного мозга крыс. В работе использовали электрофизиологический метод реги-
страции потенциалов действия (ПД) тройничного нерва крыс, иннервирующего
твёрдую мозговую оболочку, в препарате получерепа крысы. Для анализа элек-
трической активности использовали метод кластеризации, позволяющий раз-
бить ПД на группы с близкими характеристиками, генерируемые отдельными
волокнами. Морфологию тучных клеток оценивали путем окрашивания оболо-
чек головного мозга крыс толуидиновым синим. Субстрат синтеза NO – L-арги-
нин дозозависимо увеличивал электрическую активность тройничного нерва, и
этот эффект отменялся на фоне блокатора синтеза NO – L-NAME (100 мкМ).
Экзогенный донор NO – нитропруссид натрия (НПН 200 мкМ) вызывал усиле-
ние частоты ПД, тогда как инактивированный светом НПН не оказывал влияния
на частоту ПД. Использование кластерного анализа выявило, что НПН вызывал
сначала увеличение частоты ПД низкой амплитуды, распространяющиеся с низ-
кой скоростью в волокнах С-типа, отвечающих на капсаицин; затем наблюда-
лось появление высокоамплитудных ПД, распространяющихся в Аδ-волокнах.
Блокатор растворимой гуанилатциклазы – ODQ (10 мкМ) предотвращал НПН-
вызванное увеличение электрической активности. При этом инкубация препа-
рата в НПН не оказывала влияния на морфологию тучных клеток. Полученные
данные свидетельствуют о том, что как экзогенный, так и эндогенный NO уси-
ливают электрическую активность тройничного нерва путем активации гуани-
латциклазы, оказывая вклад в периферические нейрональные механизмы воз-
никновения боли при мигрени.
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Оксид азота (NO) – газообразная сигнальная молекула, вовлеченная в регуля-
цию широкого спектра физиологических процессов и клеточных функций в орга-
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низме человека [1–5]. NO продуцируется внутриклеточно в результате окисления
L-аргинина с образованием NO и L-цитруллина с помощью фермента NO-синта-
зы (NOS), которая существует в виде трёх изоформ: нейрональная NOS (nNOS),
эндотелиальная NOS (eNOS) и индуцибельная NOS (iNOS). nNOS и eNOS явля-
ются конститутивными и активируются в ответ на повышение внутриклеточной
концентрации Ca2+ и его последующего связывания с кальмодулином [6]. nNOS
преимущественно экспрессируется в нейронах и обнаруживается как в централь-
ной, так и в периферической нервной системе [6, 7]. В менингеальных оболочках
eNOS была обнаружена в эндотелии средней менингеальной артерии, nNOS – в
тонких разветвлениях нервных волокон, располагающихся вдоль артерии, при
этом только небольшая доля нейронов тройничного ганглия является NOS-пози-
тивной [8].

NO играет важную роль в регуляции тонуса кровеносных сосудов, в том числе и
церебральных, а также в механизмах ноцицепции [6]. Это позволяет рассматривать
NO в качества “ключевого звена” в формировании мигрени [9], в основе которой
лежат сосудистые и нейрональные изменения [10, 11]. Действительно, донор NO –
нитроглицерин используется для моделирования мигрени у человека, а также в
экспериментальных моделях мигрени у животных, а специфические ингибиторы
NO-синтаз проявляют обезболивающие эффекты у испытуемых, страдающих миг-
ренью [12].

Растворимая гуанилатциклаза является основным рецептором для NO в орга-
низме, хотя NO также может иметь независимые от гуанилатциклазы эффекты
[13], такие как изменение возбудимости нейронов за счет активации или ингиби-
рования ионных каналов [14], стимуляция синтеза и высвобождения кальцитонин-
ген-связанного пептида (CGRP) [15–17], а также влияние на состояние тучных
клеток [18–20]. Кроме того, NO может взаимодействовать с другой газообразной
молекулой, образующейся в тройничном ганглии, сероводородом (H2S) с образо-
ванием нитрозила, способного активировать TRPA1-рецепторы, увеличивая вы-
свобождение CGRP [21, 22].

Достоверно известно, что боль во время приступа мигрени вызывается сенсиби-
лизацией/активацией периферических отростков тройничного нерва, находящих-
ся в менингеальных тканях, где формируется начальный ноцицептивный сигнал
[23, 24]. Однако данные о влиянии донора NO на активность афферентов оболочки
головного мозга неоднозначны. Показано, что NO может как увеличивать, так и
снижать чувствительность ноцицепторов в зависимости от исходного уровня воз-
будимости [25].

Известно, что активация иммунной системы оказывает вклад в патогенез мигре-
ни [26]. В твердой мозговой оболочке наблюдается многочисленное скопление
тучных клеток, которые локализованы вблизи сосудов и нервных волокон трой-
ничного нерва [27, 28]. Тучные клетки содержат и могут высвобождать про-воспа-
лительные медиаторы, которые вносят вклад в поддержание длительной ноцицеп-
тивной импульсации в афферентах тройничного нерва во время приступа мигрени
[29–31]. Согласно некоторым данным тучные клетки экспрессируют NO-синтазы
и сами продуцируют NO [32–34].

Целью настоящей работы являлся анализ роли оксида азота в регуляции возбу-
димости периферических структур твердой мозговой оболочки, участвующих в ге-
нерации ноцицептивных сигналов. Для этого мы исследовали эффекты субстрата
синтеза NO – L-аргинина и экзогенного донора NO – нитропруссида натрия (НПН)
на электрическую активность тройничного нерва крысы. Мы также оценили роль
гуанилатциклазы в эффектах НПН и состояние тучных клеток твердой оболочки
головного мозга при действии НПН.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Электрофизиологический метод регистрации потенциалов 
действия тройничного нерва

Эксперименты проводились на самцах крыс линии Wistar возраста Р40-45
(Р – день рождения). Все экспериментальные протоколы соответствовали эти-
ческим нормам по гуманному обращению с животными, принятым в Казан-
ском Федеральном Университете и одобрены Локальным этическим комитетом
КФУ (протокол 33 от 25.11.2021). Для изучения электрических сигналов, возни-
кающих в периферическом отростке тройничного нерва, мы использовали пре-
парат изолированного черепа крысы, представляющий из себя половину череп-
ной коробки с извлеченным головным мозгом [35–37]. После декапитации че-
репная коробка крысы тщательно очищалась от наружных черепных мышц.
Череп разделялся сагиттальным разрезом на две половины, мозг аккуратно из-
влекался с помощью пинцета из черепной коробки, оставляя нетронутой твер-
дую мозговую оболочку (dura mater). В твердой оболочке мозга сохраняли от-
ростки тройничного нерва (nervus spinosus), иннервирующие среднюю менин-
геальную артерию.

Препарат постоянно перфузировался физиологическим раствором следующего
состава (в мМ): NaCl 120, KCl 2.5, CaCl2 2, MgCl2 1, глюкоза 11, Na2HPO4 1, NaHCO3
24, рН 7.2–7.4 с постоянной аэрацией карбогеном (O2 95%/CO2 5%). Регистрирую-
щие электроды были изготовлены из боросиликатных заготовок фирмы “Sutter in-
strument”, диаметр кончика электрода составлял 150 мкм. Перед началом экспери-
мента стеклянный электрод фиксировался в держателе с манипулятором, подклю-
ченному к предусилителю электрических сигналов. Под визуальным контролем из
твердой мозговой оболочки выделяли периферический отросток тройничного нер-
ва, nervus spinosus (V1-ветвь тройничного нерва), ннервирующий среднюю менин-
геальную артерию, и помещали его в стеклянный регистрирующий электрод. Далее
осуществляли запись потенциалов действия (ПД) при помощи усилителя DAM 80
(World Precision Instruments, Sarasota, FL, США). Вначале регистрировалась базо-
вая электрическая активность тройничного нерва. Затем в область расхождения
средней менингеальной артерии апплицировали интересующие нас вещества и за-
писывали их действие на протяжении 20–40 мин, после чего проводили отмывку.
В экспериментах использовали: нитропруссид натрия (НПН) в концентрациях 100 и
200 мкМ, НПН, инактивированный светом в концентрации 200 мкМ; L-аргинин в
концентрациях 100, 200 и 300 мкМ. Каждая исследуемая концентрация НПН и L-ар-
гинина тестировалась на новом препарате. Запись ПД при воздействии тестируе-
мых соединений осуществлялась на протяжении 20 мин. Также был использован
1H- [1, 2, 4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) – ингибитор гуанилатцикла-
зы, 10 мкМ; в котором препарат инкубировался на протяжении 20 мин, после чего
осуществлялась запись ПД в растворе с добавлением НПН (200 мкМ) на фоне
ODQ (20 мин). N(G)-Nitro-L-arginine (L-NAME), 100 мкМ, в котором препарат
инкубировался на протяжении 30 мин, после чего в раствор добавлялся L-аргинин
(300 мкМ) на 20 мин. Для активации ноцицептивных пептидергических С-волокон
в конце эксперимента апплицировали капсаицин в концентрации 1 мкМ. Сигналы
были оцифрованы на ПК с использованием платы NI PCI6221 (National Instru-
ments, Austin, TX, США). Сигналы визуализировались и анализировались с ис-
пользованием программного обеспечения WinEDR v.3.2.7 (University of Strathclyde,
Glasgow, Великобритания). Частота рассчитывалась как количество ПД за 5 мин.
Контролем для сравнения в каждом эксперименте служил пятиминутный отрезок
записи перед подачей исследуемого вещества.
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Кластерный анализ потенциалов действия
Экспериментальный данные записывались и проходили первоначальную филь-

трацию с помощью усилителя в полосе 100–3000 Гц. Оцифрованные данные филь-
тровались с помощью фильтра Чебышева типа II. Для обнаружения сигналов вы-
бирался интервал 20 с без ПД в начале каждого эксперимента, где рассчитывалась
дисперсия шума. Поиск ПД осуществлялся по превышению амплитуды больше
пяти стандартных отклонений базового шума. Амплитуда каждого найденного сиг-
нала была нормализована по базовому шуму и выражена в относительных едини-
цах (о.е.). Для каждого найденного ПД определялись амплитудно-временные па-
раметры такие как: амплитуда положительной и отрицательной фазы, время на-
растания; длительности фаз спайка; время спада. Для анализа активности
отдельных нервных волокон проводили разделение ПД на группы – кластериза-
цию в соответствии с амплитудно-временными параметрами. Для кластеризации
использовали метод KlustaKwik [38]. Проведение кластеризации, построение гра-
фиков и гистограмм были выполнены с помощью программного обеспечения
MATLAB (MathWorks, Natick, MA, США).

Исследование дегрануляции тучных клеток
Исследование дегрануляции тучных клеток осуществлялось с помощью гисто-

логического метода окрашивания твердой оболочки мозга крыс (Р35-40) толуиди-
новым синим [39]. Интактные черепа были помещены в раствор Кребса с исследу-
емыми растворами (НПН в концентрации 100 и 200 мкМ) на 30 мин в полной тем-
ноте для предотвращения диссоциации НПН, после чего получерепа помещались
в параформальдегид (4%-ный раствор) на 12 ч. Перед выделением мозговых оболо-
чек черепа промывали в фосфатно-солевом буферном растворе следующего состава
(мМ): 137 NaCl, 2.7 KCl, 10 Na2HPO4, 1.8 K2HPO4. Выделенные оболочки фиксиро-
вали на предметном стекле. Окрашивание толуидиновым синим длилось 10 мин, за-
тем фиксированные препараты омывались дистиллированной водой и обезвожи-
вались этиловым спиртом (95–99%). Съемка осуществлялась при 20× увеличении.
Степень дегрануляции оценивали визуально, расчет велся в % от общего количе-
ства клеток (не менее 100).

Статистическая обработка
Статистический анализ проводили с помощью программного обеспечения Ori-

gin Pro (OriginLab Corporation, Northampton, MA, США), Matlab (The MathWorks, Inc.,
Natick, MA, США) и GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
США). Нормальность распределения выборки определяли при помощи F-теста
Фишера и критерия Шапиро-Уилка. Достоверность различий оценивали с помо-
щью критерия Вилкоксона для связанных выборок. Различия считали статистиче-
ски значимыми при р < 0.05; n указывает количество животных. В тексте данные
представлены как среднее и SE, где SE — стандартная ошибка. Критерий хи-квад-
рат использовался для определения значимости между количественным распреде-
лением кластеров электрической активности нерва при воздействии экзогенного
донора NO.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Многочисленные данные указывают на то, что головные боли при мигрени воз-
никают в результате активации окончаний тройничного нерва в мозговых оболоч-
ках с последующей сенсибилизацией нейронов [10, 40]. Для анализа роли эндогенно-
го NO в регуляции активности тройничного нерва использовали субстрат NO-синта-
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зы – L-аргинин. L-аргинин в концентрации 100 мкМ не вызывал изменения
частоты ПД в течение 20 мин действия (рис. 1). Частота ПД в контроле составила
421.6 ± 135.7 ПД за 5 мин и к 15-й мин действия L-аргинина – 417.6 ± 107.6 ПД за
5 мин (n = 4, p = 1; рис. 1a, c). L-аргинин в концентрации 200 мкМ вызывал увели-
чение частоты ПД с 292.1 ± 73.1 ПД за 5 мин в контроле до 661.6 ± 150.8 ПД за 5 мин
к 15-й мин (n = 4; p = 0.04) и к 20-й мин частота ПД составила 439.8 ± 128.1 ПД за
5 мин (n = 4; p = 0.18), прирост частоты составил 138 ± 26% к концу 15-й мин (n = 4;
рис. 1a, c). Максимальное увеличение частоты ПД наблюдалось при использова-
нии L-аргинина в концентрации 300 мкМ, которое составило 357.4 ± 64.4 ПД за
5 мин, а к 15-й мин (в контроле – 150.2 ± 35.6 ПД за 5 мин), прирост составил 182 ± 84%
(n = 4; рис. 1b, c).

Блокатор NO-синтазы L-NAME не изменял базовую частоту ПД в афферентах
тройничного нерва. В контроле частота ПД составила 306.8 ± 73.1 ПД за 5 мин, к
15-й мин инкубации в L-NAME частота ПД составила 365.8 ± 105.1 ПД за 5 мин
(p = 0.72); к 20-й мин – 369.4 ± 55.2 ПД за 5 мин (n = 4; p = 0.52). L-аргинин
(300 мкМ) на фоне L-NAME не вызывал увеличения частоты ПД в течение всего
времени аппликации: частота ПД к 15-й мин составила – 264.6 ± 33.7 ПД за 5 мин
(n = 4; p = 0.18; рис. 1a, c).

Рис. 1. Влияние L-аргинина на частоту потенциалов действия в тройничном нерве крысы. (a) – пример
записи ПД в тройничном нерве крысы в контроле и после аппликации L-аргинина (L-arg) в концентра-
циях 100, 200 и 300 мкМ и L-arg (300 мкМ) на фоне ингибитора NO-синтазы, L-NAME (100 мкМ); (b) –
изменение частоты ПД (число ПД за 5 мин) в абсолютных значениях во времени при аппликации L-arg
в концентрации 300 мкМ; (c) – средняя частота ПД за 5 мин (%) при аппликации L-arg в концентрациях
100, 200 и 300 мкМ и L-arg на фоне L-NAME (100 мкМ) по сравнению с контрольными значениями,
принятыми за 100% (*p < 0.05; парный тест Вилкоксона).
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Донор NO, НПН в концентрации 100 мкМ не оказывал влияния на электриче-
скую активность тройничного нерва (p > 0.05; n = 5; рис. 2a, c). В контроле частота
составила 454.8 ± 111.4 ПД за 5 мин, после добавления НПН к 15-й мин – 672.8 ±
± 163.4 ПД за 5 мин (n = 5, p = 0.29). Увеличение концентрации НПН до 200 мкМ
вызывало двукратное повышение частоты ПД с 260.4 ± 64.8 ПД за 5 мин в контроле
до 552.5 ± 99.3 ПД к 10-й мин (p = 0.04); 532.7 ± 84.8 ПД к 15-й мин (p = 0.01) и
476.7 ± 154.8 ПД за 5 мин к 20-й мин инкубации (p = 0.15; n = 4; рис. 2b). Прирост
частоты ПД составил 109 ± 42% (рис. 2c). Поскольку НПН при диссоциации обра-
зует дисульфидные соединения и цианид-ионы [9], нами был использован инакти-
вированный на свету НПН. Инактивированный светом НПН (Ин) в концентрации
200 мкМ не изменял активность тройничного нерва (частота ПД в контроле соста-
вила 716.7 ± 220.9 ПД за 5 мин; в присутствии НПН (Ин) – 972.5 ± 298.3 ПД за
5 мин к 10-й мин аппликации (p = 0.62); 876.7 ± 287.6 ПД за 5 мин к 15-й мин (p =
= 0.37); 840.1 ± 196.6 ПД за 5 мин к 20-й мин; p = 0.37; n = 4; рис. 2a, c).

Для выявления роли растворимой гуанилатциклазы в эффектах NO использова-
ли ингибитор ODQ в концентрации 10 мкМ. Инкубация препарата в ODQ в тече-
ние 20 мин не приводила к изменениям частоты ПД (n = 4; р = 0.87). Базовая часто-
та ПД в тройничном нерве составила 187.5 ± 86.2 ПД за 5 мин и 172.5 ± 30.1 ПД за

Рис. 2. Влияние нитропруссида натрия (SNP) на частоту потенциалов действия в тройничном нерве
крысы. (a) – пример записи ПД в тройничном нерве крысы в контроле, при аппликации SNP в концен-
трациях 100 мкМ и 200 мкМ, а также инактивированного светом (SNP (N)) и SNP (200 мкМ) на фоне
ODQ (10 мкМ); (b) – динамика изменения средней частоты ПД за 5 мин при аппликации SNP в кон-
центрации 200 мкМ; (c) – средняя частота ПД за 5 мин в %, возникающих при аппликации SNP в кон-
центрациях 100 мкМ и 200 мкМ, инактивированного светом (SNP (N)) и SNP на фоне ODQ (10 мкМ) по
отношению контрольным значениям, принятым за 100% (*p < 0.05; парный тест Вилкоксона).
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5 мин после 20-минутной инкубации в ODQ (10 мкМ) (n = 4; р = 0.87). Последую-
щее добавление НПН (200 мкМ) не вызывало достоверного изменения частоты ПД и
к 10-й мин аппликации частота ПД составила 145.2 ± 47.3 ПД за 5 мин и к 15-й мин
129.7 ± 50.8 ПД за 5 мин (p = 0.62); 20 мин 127.1 ± 40.3 ПД за 5 мин (n = 4; p = 0.12;
рис. 2c).

Регистрируемые нами ПД отличались амплитудно-временными параметрами,
такими как амплитуда, время роста, постоянная спада и др. Например, амплитуда
ПД могла составлять от 35 до 120 мкВ. Такое широкое варьирование амплитудно-
временных параметров можно объяснить уникальными свойствами различных
нервных волокон и особенностями регистрации ПД с помощью подсасывающего
электрода. Используемый нами метод кластеризации [36] позволил разбить реги-
стрируемые ПД на группы или кластеры с близкими характеристиками, которые,
как было предположено, сформированы одним волокном. Поэтому считается, что
активность возникновения ПД в кластере отражает активность возникновения ПД
в отдельном нервном волокне. Применение агониста TRPV1-рецепторов, капсаи-
цина (1 мкМ) позволило выявить пептидергические капсаицин-чувствительные С-
волокна [41, 42]. С использованием кластерного анализа нами было получено сле-
дующее распределение кластеров при аппликации НПН и капсаицина: отвечаю-
щие только на аппликацию НПН (рис. 3Аa); НПН и капсаицина (рис. 3Ab); только
капсаицина (рис. 3Ac) и не отвечающие (рис. 3Ad).

Аппликация НПН в концентрации 100 мкМ приводила к повышению частоты
ПД в 18% кластерах. В 13% кластеров наблюдалось увеличение частоты ПД в ответ
и на НПН, и на капсаицин (рис. 3Ba, n = 7). Повышение концентрации НПН до
200 мкМ привело к увеличению доли кластеров, отвечающих только на НПН
(25% кластеров) и одновременно отвечающих на НПН и капсаицин (20% класте-
ров) (рис. 3Bb, n = 7). В обеих сериях экспериментов около 50% кластеров отвечали
только на капсаицин и процент “молчащих” кластеров составил 20% при действии
НПН 100 мкМ и 10% при действии НПН 200 мкМ (рис. 3B). Сравнение количе-
ственного распределения кластеров электрической активности нерва показало, что
при воздействии более высоких концентрациях НПН (200 мкМ) наблюдается не
только увеличение частоты, но и увеличение общего числа кластеров. В контроле
общее число кластеров составило 52, после добавления НПН 200 мкМ число кла-
стеров составило 74 (chi = 3.98; р = 0.04; n = 7). При воздействии НПН 100 мкМ об-
щее число кластеров составило 71, сопоставимо с количеством в контроле (81 кла-
стер, n = 7). Кроме того, было показано достоверное увеличение количества кла-
стеров “отвечающих” на НПН 200 мкМ (42 кластеров, по сравнению с НПН 100
(14 кластеров); chi = 9.78; p = 0.01; n = 7).

Далее был проведен анализ вклада ПД различной амплитуды в эффекты НПН.
Для этого были выделены кластеры низкоамплитудных (рис. 3C, красная колон-
ка), среднеамплитудных (рис. 3C, зеленая колонка) и высокоамплитудных
(рис. 3C, синяя колонка) ПД. Оказалось, что основной вклад в активность трой-
ничного нерва вносят низкоамплитудные ПД. Аппликация НПН в концентрации
100 мкМ не оказала заметного влияния на распределение ПД различной амплиту-
ды, тогда как НПН 200 мкМ вызывал усиление частоты ПД низкой амплитуды, так
и кластеров высокоамплитудных ПД (рис. 3C).

Исследование роли донора оксида азота на состояние тучных клеток
Тучные клетки в изобилии присутствуют в твердой мозговой оболочке, окружая

сосуды и нервные окончания, а состояние тучных клеток может оказывать влияние
на возбудимость нейрональной мембраны вследствие выделения различных актив-
ных молекул [29, 30, 43]. Для исследования эффектов NO на состояние тучных кле-
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ток интактные оболочки мозга инкубировали в растворе НПН в концентрациях
100 и 200 мкМ в течение 30 мин. В качестве положительного контроля был исполь-
зован Compоund 48/80 (10 мкг/мл), дегранулирующий тучные клетки [44]. Инкуба-
ция оболочек головного мозга крысы в растворе, содержащем Compоund 48/80
(10 мкг/мл), в течение 30 мин приводила к увеличению числа дегранулированных
тучных клеток, которое составило 91.1 ± 3.4% (n = 5; рис. 4Аb, B). Инкубация обо-
лочек в НПН не приводила к изменению морфологии тучных клеток, и количество
дегранулированных клеток не превышало контрольные значения. В контрольной

Рис. 3. Кластерный анализ электрической активности тройничного нерва при действии донора NO
нитропруссида натрия. A – Примеры частотной активности различных кластеров при аппликации
200 мкМ SNP и 1 мкМ капсаицина (Caps). A a–b – кластеры с выраженным ответом на SNP 200 мкМ;
A c–d – кластеры без выраженного ответа на SNP 200 мкМ. B – Круговая диаграмма распределения
кластеров по типам ответов на SNP и Caps (в процентах к общему количеству кластеров): а – SNP 100 мкМ;
b – SNP 200 мкМ; C – Изменение частоты ПД низкой, средней и высокой амплитуды в контроле и на
фоне SNP 200 мкМ (*p < 0.05).
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группе число дегранулированных тучных клеток составило 16.6 ± 1.34% (n = 5;
рис. 4Аа; B), в группе НПН 100 мкМ было зафиксировано около 1% дегранулиро-
ванных клеток (n = 5; рис. 4Аc; B), при увеличении концентрации НПН до
200 мкМ число дегранулированных клеток составило 3.6 ±1.7% (n = 4; рис. 4Аd; B).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Изучение периферических механизмов мигрени имеет фундаментальное значе-
ние для разработки новых методов лечения, характеризующихся направленным
действием непосредственно в место возникновения болевого сигнала. Твердая
оболочка головного мозга, сосуды, множество чувствительных нервных окончаний
тройничного нерва, а также тучные клетки формируют тригемино-васкулярную
систему. Афференты тройничного нерва отвечают за сбор, анализ и обработку но-
цицептивной информации от черепных структур, являются местом возникновения
исходного болевого сигнала и могут быть потенциальной мишенью для терапевти-
ческого воздействия с целью профилактики и/или лечения мигрени [45–47]. Од-
ной из эндогенных молекул, играющих ключевую роль в развитии мигрени, явля-
ется NO, оказывающий сосудорасширяющие эффекты, что сопровождается выде-
лением провоспалительных медиаторов в оболочках головного мозга, таких как
гистамин, брадикинин, серотонин, CGRP, вещество P, нейрокинин A и проста-
гландины, АТФ [48–51] и лежит в основе немедленной головной боли, вызванной
донорами NO [52].

Согласно современным представлениям NO может также непосредственно вли-
ять на возбудимость нейрональных мембран, поэтому в нашей работе было про-
анализировано влияние экзогенного и эндогенного NO на частоту импульсации

Рис. 4. Влияние нитропруссида натрия на морфологию тучных клеток. А – оригинальные снимки окра-
шенных оболочек головного мозга крыс толуидиновым синим в контроле (n = 5); после инкубации в
Compound 48/80 (10 мкг/мл; n = 5); SNP (100 мкМ; n = 5); SNP (200 мкМ; n = 4). B – Уровень дегрануля-
ции тучных клеток в контроле, при действии Compound 48/80, SNP в концентрациях 100 и 200 мкМ
(*p < 0.05; U-критерий Манна-Уитни).
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афферентов тройничного нерва, увеличение которой можно соотнести с возник-
новением субъективного ощущения боли. Поэтому импульсацию тройничного
нерва также называют ноцицептивной, а эффекты повышения частоты ПД трой-
ничного нерва при действии альгогенов – проноцицептивными [53].

Для анализа эффектов эндогенно образующегося NO на возбудимость афферен-
тов тройничного нерва использовали субстрат синтеза NO – L-аргинин, который
дозозависимо повышал электрическую активность тройничного нерва, и этот эф-
фект блокировался использованием ингибитора NO-синтазы L-NAME. Получен-
ные данные позволяют предположить, что NO образуется эндогенно в области ин-
нервации тройничного нерва и повышает возбудимость его афферентов. Действи-
тельно, в тригемино-васкулярной системе эндогенный NO может образовываться
с помощью eNOS, экспрессирующейся в эндотелиальных клетках артерий твердой
мозговой оболочки [54], и nNOS периваскулярных нервных волокон [55, 56]. Эн-
догенными стимулами для NOS являются провоспалительные цитокины, CGRP,
активация НМДА-рецепторов, увеличение концентрации внутриклеточного каль-
ция [8]. Ранее нами было показано наличие функциональных НМДА-рецепторов в
нейронах тройничного ганглия, как в соме, так и в окончаниях тройничного нерва
[57]. Активация НМДА-рецепторов во время приступа мигрени может способство-
вать усилению синтеза NO за счет притока Ca2+. Кроме того, распространяющаяся
корковая депрессия, являющаяся электрофизиологическим коррелятом мигрени с
аурой, может способствовать выделению NO, вызывающему не только сосудистые,
но и нейрональные эффекты [8,о 58–60].

Участие эндогенного NO в патогенезе мигрени было подтверждено введением
специфических ингибиторов NO-синтаз, которые показали свою эффективность
во время лечения острого приступа мигрени [61–65]. L-NAME ослаблял CGRP-
вызванную вазодилатацию [61], ингибировал как текущую активацию нейронов
[64], так и вызванную экспрессию Fos-иммунореактивных белков в тригемино-
цервикальном комплексе [66].

Экзогенный донор NO – НПН вызывал сходные с L-аргинином эффекты, вы-
зывая повышение электрической активности тройничного нерва. Механизм вы-
свобождения NO из НПН связан с взаимодействием с сульфгидрил-содержащими
соединениями, такими как глутатион и цистеин. В результате этого взаимодей-
ствия происходит образование дисульфидных соединений, цианид-ионов и S-нит-
розотиолов. S-нитрозитиолы in vivo являются хранилищем NO, из которых проис-
ходит его дальнейшее высвобождение посредством механизма переноса электро-
нов, в который вовлечена тиоловая группа [67]. Инактивированный светом НПН
не оказывал влияния на частоту ПД тройничного нерва, это указывает на то, что
именно высвобождающийся NO как эффекторная молекула реализует свои эф-
фекты при аппликации НПН.

Использование кластерного анализа позволило показать, что часть эффектов
НПН опосредована активацией капсаицин-чувствительных С-волокон. Действи-
тельно, анализ распределения амплитуд ПД во времени показал, что 200 мкМ
НПН приводил сначала к увеличению частоты ПД низкой амплитуды, которые
распространяются с низкой скоростью в немиелинизированных С волокнах, затем
наблюдалось появление высокоамплитудных ПД, распространяющихся быстрее,
по-видимому, генерирующихся в Аδ волокнах [68]. Кроме того, примерно полови-
на волокон, отвечающих на НПН, также отвечала на аппликацию капсаицина,
специфического агониста TRPV1-рецепторов, экспрессирующихся в пептидерги-
ческих волокнах С-типа [41, 42].

Эффекты NO могут опосредоваться как цГМФ-зависимыми, так и цГМФ-неза-
висимыми механизмами [8]. В нашем исследовании эффекты НПН полностью
предотвращались ингибитором гуанилатциклазы ODQ, что указывает на ведущую
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роль гуанилатциалзы в эффектах НПН. Активация гуанилатциклазы приводит к
синтезу цГМФ и активации протеинкиназы G [65, 69], которая через процессы
фосфорилирования может влиять на активность ионных каналов, рецепторов и иг-
рает важную роль в гомеостазе Ca2+. Основной мишенью PKG в нервных оконча-
ниях являются Са2+-активируемые K+-каналы большой проводимости (BK-кана-
лы) [70]. BK-каналы экспрессируются в связанных с мигренью структурах, таких
как черепные артерии, тройничный ганглий, ядро тройничного нерва и играют су-
щественную роль в регуляции тонуса сосудов и возбудимости нейронов [71]. Акти-
вация BK-каналов способствует поддержанию длительной нейрональной активно-
сти за счет уменьшения времени инактивации Na+-каналов. Конечным результа-
том является усиление входа Ca2+, приводящее к высвобождению нейропептидов
[70]. Кроме того, стимуляция растворимой гуанилатциклазы с помощью VL-102
непосредственно может повышать экспрессию и высвобождение CGRP из нейро-
нов тройничного ганглия [72, 73]. Участие гуанилатциклазы в про-ноцицептивных
эффектах подтверждается также исследованиями, в которых ODQ оказывал анти-
ноцицептивные эффекты после интратекальной инъекции в моделях воспалитель-
ной и нейропатической боли [74–77].

Проноцицептивное действие NO может осуществляться и на уровне тучных кле-
ток, локализующихся в твердой мозговой оболочке вблизи кровеносных сосудов и
афферентов тройничного нерва как у людей [78, 79], так и у грызунов [80–82], об-
разуя нейроиммунный синапс [29, 30, 43, 81]. В этой структуре активные вещества,
выделяемые тучными клетками, могут активировать соседние ноцицептивные во-
локна, а соединения, высвобождаемые из активных волокон, в свою очередь, могут
дегранулировать тучные клетки [83]. Недавно показано, что нитроглицерин при
введении in vivo приводил к значительному увеличению дегрануляции тучных кле-
ток [20, 84]. В нашей работе инкубация препарата в растворе, содержащем донор
NO, не приводила к дегрануляции тучных клеток в оболочках головного мозга
крысы, что согласуется с предыдущими исследованиями, где в условиях ex vivo эк-
зогенные доноры NO не изменяли состояние тучных клеток [20]. По-видимому,
при системном введении донора NO происходит выделение про-воспалительных
соединений (АТФ, CGRP, субстанции Р) из эндотелиальных клеток сосудов и
нервных окончаний, которые вызывают дегрануляцию тучных клеток [85, 88]. По-
этому в условиях in vitro требуется больше времени для реализации эффекта NO на
тучные клетки.

Известно, что нитроглицерин имеет двухфазные эффекты: кратковременная ва-
зодилятация, которая, по-видимому опосредует головную боль непосредственно
после инфузии, особенно ярко выраженную у пациентов с хронической мигренью
[86]. У этих же пациентов впоследствии наблюдается головная боль через несколь-
ко часов после введения нитроглицерина [8, 87].

По-видимому, нейрональная активация при действии NO, которая была пока-
зана в нашем исследовании, приводит выделению CGRP и АТФ, а также усилению
синтеза NO эндотелиальными клетками и его высвобождению в межклеточное
пространство [52–54]. Увеличение концентрации NO и про-воспалительных меди-
аторов (в частности, АТФ, серотонин, CGRP) вызывает сенситизацию афферентов
тройничного нерва [55, 56], что может лежать в основе длительных проноцицеп-
тивных эффектов введения нитроглицерина [92].

Таким образом, полученные нами результаты свидетельствуют о том, что эндо-
генный и экзогенный донор NO оказывают проноцицептивное действие, вызывая
активацию афферентов тройничного нерва крысы, увеличивая активность как
пептидергических С-волокон, так и Аδ волокон, не изменяя состояния тучных
клеток. Основной мишенью действия NO является растворимая гуанилатциклаза,
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активация которой, как известно, может приводить к синтезу цГМФ и к усилению
активности протеинкиназы G, способной фосфорилировать ионные каналы и ре-
цепторы, а также к усилению высвобождению CGRP из пептидергических нерв-
ных окончаний. Полученные данные раскрывают нейрональные механизмы уча-
стия NO в патогенезе мигрени и обосновывают возможность использования бло-
каторов NO для купирования боли при остром приступе мигрени.
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Effects of Nitric Oxide on the Electrical Activity of the Trigeminal Nerve
and the Mast Cell Morphology of Rats

K. S. Korolevaa, *, S. O. Svitkoa, D. A. Nurmievaa, O. Sh. Gafurova,
A. D. Buglininaa, and G. F. Sitdikovaa

aKazan Federal University, Kazan, Russia
*e-mail: k.s.koroleva@yandex.ru

Nitric oxide (NO) is a member of the family of gasotransmitters involved in the regula-
tion of various biological processes. Nitroglycerin, an NO donor, is widely used to simu-
late migraine in both humans and animals. However, the role of peripheral neuronal
structures in the effects of NO is practically not studied. The aim of the work was to re-
veal the effects of NO on the electrical activity of the trigeminal nerve and the state of
mast cells in the meninges of the rat brain. We used the electrophysiological method of
action potentials (APs) recording of the rat trigeminal nerve, which innervates the dura
mater, in a rat hemiskull preparation. To analyze the electrical activity, we used the clus-
tering method, which makes it possible to divide АРs into groups with similar character-
istics generated by individual fibers. Mast cell morphology was assessed by staining rat dura
matter with toluidine blue. The NO synthesis substrate – L-arginine dose-dependently in-
creased the electrical activity of the trigeminal nerve, and this effect was canceled by pre-
liminary application of the NO synthesis inhibitor – L-NAME (100 μM). An exogenous
NO donor, sodium nitroprusside (SNP 200 μM), caused an increase in the frequency of
APs, while light-inactivated SNP had no effect on the frequency of APs. Cluster analysis
revealed that SNP induced first an increase in the frequency of low-amplitude APs
propagating at a low speed in C-type fibers responding to capsaicin; later the appearance
of high-amplitude APs propagating in Aδ-fibers was observed. Soluble guanylate cyclase
inhibitor – ODQ (10 μM) prevented SNP-induced increase in electrical activity. At the
same time, incubation of the dura matter in SNP did not affect the morphology of mast
cells. Our data suggest that both exogenous and endogenous NO increases the electrical
activity of the trigeminal nerve by activating guanylate cyclase, contributing to the pe-
ripheral neuronal mechanisms of pain in migraine.

Keywords: nitric oxide, L-arginine, migraine, rat, trigeminal nerve, guanylate cyclase,
mast cells
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