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ИЗМЕН! Н1 ЬЕМА НЕЙРОНОВ ВИНО! Р.АЛИОП Հ1 Հ.11 
HELIX РОМ ATI Л И КУЛЬТИВИРОВАННЫХ КЛЕТОК

ФЕОХРОМОЦИТОМЫ КРЫС ЛИНИИ PC 12

Н. I. АЙРАПЕТЯН

II niuniii- пропс apll \.U ih'WHhii TOHH4IIUCTU икружан 1 Ц мет
ки среди. Были поклзлт». что после дЫктнни гппе}ю.'мотнче.'коп> 'ним 
у нейроном oHHoi рацион улитки Helix pontullu и культпвировщпшх клг 
ток PC-12 нпблюдлегсм чагтичное восстановление исходного объем.: 

1եսոէմն-.<սիրությունր կատարվեք / միքավայրի ոսմոաիկ ճնշման մեծացման 
պայմաններում» Յո>յ»յ Լ արվեք, որ Հիպերոսմ ոտիկ շոկի >ե,ոո
Hel է X ր maffli խաղողի խխունջի նեյրոնների ու PC—12 !իեոխրէւմոցխոոմի 
կո1(1ոուրւսյ րջի քների մոտ ղիտվսւմ Լ սկէքրնական ժա^ա//ւ մասնակի վերականգ
նում ւ

The volume changes of neurons of Helix poir.atiu and cultured rat pheo
chromocytoma cells of me PC-12 was studied- l( w-՜ր shown, that after 
the hyperosmotic sit ess in both types of cells there was a partial rccove- 
ly ol initial volume.

OcMOTUVHQi гь-кмпш֊ /»•.i.vro/.HOt’ ^аеличение пбъгх.п

В различных тинах клеток выявлены различные регуляторы! меха
низмы, восстанавливающие исходный объем клеток после осмотиче
ского шока. Когда клетки внезапно подвергаются действию гппер- 
нлн гн наос моти ческого шока, то они сначала изменяют свой исход
ный объем в соответствии с изменением осмотического давления, а 
затем в течение нс колькн.х минут полностью или частично восстанав
ливают спой первоначальный объем. Восстановление исходного объ
ема после гнперосмотического шока в литературе принято называть 
регуляторным увеличением объема (РУвО), а восстановлен не объема 
после гипоос моти ноского шока—регуляторным уменьшением объема 
(РУмО).

В настоящее время явление РУвО обнаружено в красных клет
ках птин [8]. животных (7, 10]. человека |9]. в коже ля у։-хи [11].в 
опухолевых клетках Эрлиха [2] и а лимфоцитах [3]. Однако, по не- 
и-шестной :ю сих :icp гриш.’не не so ? ։ гках выдал?
регулирующие механизмы после ссмоткчесл&го шока. Нзи; им<р, в 
опухолевых асцитных клетках Эрлиха лягушки, прямо подвергнутых 
гиперосмотичоскому шоку, не наблюдалось РУвО [4].

Изолированные гепатоциты после . пноосмотлвеского шока вос
станавливали свой исходный объем и течение Г> мин. Однако, после 
гипсросмотического шока ояи нс были ւ состоянии достичь этого [1].

Ранее в экспериментах на нейронах центральной нервной систе
мы виноградной улитки мы не наблю. тли объем восстав а в.՜ .в.-нощие

Сокращения՛ РУвО—регуляторное yse.tjiw.: объема, РУмО—р.'-у. 
уменьшение объема

240



механизмы ни после набухания 1нейрона в гипотонической среде, ни 
после сморщивания его в гипертонической среде. Поэтому цель .часто 
ящей работы состояла в исследовании изменения объема нейронов; 
ншюградяой улитки Helix poinatiu и культивированных клюк фек 
х-ромоцятомы крыс линии РС-12 в различных экспериментальных ус
ловиях и я выявлении объем регулирующих механизмов то более со 
вершинной и чувствительной методике

Материал и методика Опыты проводились из нейронах иен.• периной
системы апноградпой улитки Helix porn alia и из ку.п.тивнроианпых клетках фео
хромоцитомы крыс линнн PC 12

Нейроны улитки ii3o.inpoua.iu но следующей методике, лредиярнтелько удален-) 
иые ганглии обрабатывали 0.1—0,2%-ным раствором проназы на физиологическом 
растворе 1—1,5 ч, при 30—32°С. Затем их промывали холодным ра. творим Рингера 
(10—15°С) и оставлял:! в нем 2—6 ч для иосетпнопленпя. После этого ;• помощью 
электролитически заточенных н KNO, вольфрамовых пгл ггроп.гпалилн изоляцию 
нейронов. В тех случаях, когда использовали неполностью изолированные нейроны, л 
группу нейронов (15—20 нейронов в одной группе), изоляцию осущептзлнлп гольки 
•-՛ помощью вольфрамовых игл без предварительной обработки в растворе пролазы 
Контрольный изотонический раствор Рингера имел следующий состав (в мМ): 
NaCl-80, КС1 -4. СаС12—7. MgCU- 13, т|ик-НС1, (pH—7.8) —10. глюкоза—10.

Клетки РС-12 выращивали в чашке Петри в специальной среде при 37°С В] 
геченве 30 мни их проинкубировали и нлотоннче.'ком растворе следующего состава 
(а мМ); NaCI—132. КС1—5. CaCU-2. МйС1а—2. Не; , -и, глюкоза--10 Гппср- 
тонпчсскнс растворы готовили добавлением в кон г рольный изотонический рис"зор 
132,5 или 265 мМ сахарозы.

Блок схема установки дли фоторсгнетрацин изменения объема клеток показана 
на рис. I. Были использованы следующие приборы: оптический микроскоп фирмы 
Nikon (Япония), типа Optiphot-Pol и фирмы Zeiss (Германия) типа Axiovcrl-35, ви- 
деокамеры фирмы NEC типа TI-23A, Т1-23Р, CCD в комплексе е высокоскоростным 
процессором илпбпсжегшя (image processor) типа PIP-4000. Весь ход эксперимен
та, заппсыпл.п։ па магнитофоне, а фото, пипки снимали :рпмо с дня телевизора. 
Для измерения объема клеток PG-12 и.՝, насаживали на попер.хносп. гонкой стеиляи- 
՛Ной пленки размером 15X20 мА) в соответствующем растворе, л .кг'ем чту пленку 
в -перевернутом положении прикрепляли к поверхности предметного стекла с по 
нощью вазелина таким образом, чтобы внизу под топкой пленкой стекла образо?.п- 

ЙЙсь пространство для прохождения раствори. Для J feaiifl нейронов Helix pprnalia 
под тонкой пленкой стекла ппмеща.-.и группу клеток, сорванную из ганглия. Вазе
лин использовали также д.-֊• .силл::, я камер ••дни для тока растворив, другая— 
истока.

Результаты и обсуждение. В ранних наших экспериментах на 
нейронах улитки изменение объема к четки в растворах с различны 
ми осмотическими давло-ними, нс сопровождались последующим вое 
становлением их исхс.дпс.о объема. 14схо,1я из этих данных, мы пред
полагали, что восстанавливающие механизмы в нейронах улитки ди
во отсутствуют, либо функционируют так медленно, что не проявля
ются в тех интервалах времени, в которых проводится эксперимент 
(несколько десятков минут), либо они так незначительны, что мы не 
улавливаем их.

Исследования изменения объема нейронов по описанной выше ме
тодике показали, что в нейронах улитки, хотя и незначительный, но 
существует механизм регуляторного увеличения объема нейрона, ча
стично вс-оста на вливающего объем нейрона после первоначального 
уменьшения в пни топикских растворах. Нл рас. 2 (зд՝.ь и далее 
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Вклейка I
(к ст. Айрапетяна В, Е.}.

Ряс. 2. Наличие механизма регуляторного увеличении объема нейрона 
в гипертоническом растворе: а—фотоснимок нейрона через 30 мин пре
бывания его в бескалневом растворе: б -через !0 мин после переноса 
в нормальный калннсодер>ка1цнй расшор. в -через 1.5 мин после до
бавления 265 мМ сахарозы; г—мере I 5 мни после дрбинления сахарозы



В к. к՛и ки II
(к ст. Айрапетяна В. Е|

Рис. 3. Наличие механизма |м.туляторштго увеличения объема клетки 
РС-12 в гипертоническом ря։чворе в—фотоснимок клетки н термаль
ном растворе Рингера; б—через 1.5 .мин после добавления 265 «М саха
розы; в--черен 5 мин после ։.о6авлення сахарозы; г—через 1П мин пребы

ванпя н нормальном растворе.



см.. вклейки I. II), показам результат одного из таких экспериментов. 
Исходно (рис. 2 А) нейрон находился в вескалновом растворе в на
бухшем состоянии Его перенос в нормальный раствор Рингера вызы
вал уменьшение объема на 27% (рис. 2 Б), обусловленное активацией 
электроген кого натриевого насоса. При добавлении 265 мМ сахарозы, 
что соответствует увеличению осмотического давления среды в 2 раза,

Рис. I Блок-схема установки для фотирегистр.чцип изменения объема 
клеток. 1. Видеокамера; 2. объектив; 3. тонкая стеклянная пленка раз
мером 15X20 .мМ, ив которой фиксируются клетки; 4. трубка для пода
чи раствора; 5, трубка для глина раствора; 6. клетки; 7. вазелиновый 
слой, образующий 5>кслсрнмеита.ч։«ную камеру и поддерживающий сте

клянную пленку (3); 8. предметное стекло; 9. источник света

объем нейрона начинал быстро уменьшаться и через 1,5 мин юстигал 
57% своей исходной величины в нормальном растворе Рингера (рис. 
2 В). Затем, несмотря па то, что шеврон продолжал находиться в ги
пертоническом растворе, начинался процесс его набухания. Через 
5 мин объем нейрона достиг 72% своей исходной величины в нормаль
ном растворе Рингера (рис. 2 Г). Это свидетельствует о существова
нии механизма регуляторного увеличения объема шейрона.

Механизм регуляторного увеличения объема в гипертонических 
растворах наблюдался также в клетках РС-12 (рис. 3). Как видно, 
перенос клетки из нормального раствора (а) в раствор с повыше^- 
«нм осмотическим давлением (б) вызывал уменьшение объема клет
ки, который через 1.5 мин достиг 65% своей исходной величины.
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Дальнейшее пребывание клетки в том же растворе вызывало частич
ное восстановлеиие исходного объема. Через 5 мин пребывания клет
ки в том же растворе вызывало частичное восстановление исходного 
Объема Через 5 мин пребывания клетки в гипертоническом раствор։ 
п-объем увеличивался н досил ал 80% *восй исчоцнн! величины к 
нормальном растворе (рис ЗВ) Перенос клетки в нормальный рас 
гйор полностью восстанавливал ее объем. который в некоторых елу 
чаях был даже больше чем и исходном состоянии (р.н 3 Г) *.
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