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В кратком обзоре приводятся данные о синаптических везикулах, накапливаю
щих аминокислотные нейротрансмиттеры. Отмечается, что одним из факторов, затруд
няющих исследование везикулярного накопления аминокислот в синаптических вези
кулах. являются методические трудности, связанные с прямым выделением фракций 
везикул, специфично депонирующих аминокислоты. В обзоре обсуждается возможность 
использования переживающих срезов мозга (в частности гиппокампа) для идентифи
кации и изучения динамики и механизмов накопления аминохислот-нейротраисмитте- 
роп п синаптических везикулах с комплексным применением методов электрофизиоло
гии. электронной микроскопии к функциональной биохимии (в частности с примене
ние*։ суперфузнонных методов).

При изучении молекулярных механизмов и систем регуляции синап
тического процесса, протекающего с участием аминокислотных нейро- 
трансмиттеров (глутамат, аспартат. ГАМК и др.), одна из важнейших 
задач заключается в изучении механизмов высвобождения указанных 
нейротрансмиттеров яри деполяризации мембран нервных окончаний.

Для катехоламинов и индоламниов (дофамин, норадреналин, адре
налин, серотонин) четко показано, что они накапливаются в преси.чапти- 
ческом пространстве в специальных синаптических везикулах (СВ) [1_
4]; считается, что они высвобождаются в синаптическую щель в основ
ном путем экзоцнтоза. Для АХ также показано наличие везикулярного 
пула в пресинаптичсском пространстве [5]. однако вопрос о механизме 
высвобождения «синаптпчески активного» АХ из пресинаптического окон
чания еще не решен (под «синаптпчески активным» понимается тот пул 
нейротрансмиттера, который высвобождается при деполяризации мемб
ран нервных окончаний). В последние годы дискутируется вопрос о ве- 
зикулярно-экзоцитозном механизме высвобождения и неэкзоцнтозном. ци
тозольном высвобождении АХ [6. 7].

445



Биохимический анализ аминокислотных нейротрансмиттеров 
в синаптических везикулах

Изучение возможности везикулярного накопления синаптически ак
тивных аминокнслот-нейротрансмиттеров (глутаминовая кислота, ГАМК, 
глицин и др.) с использованием стандартных биохимических методов 
выделения фракции СВ сопряжено с рядом трудностей [2, 8].

В 1972 году в статье Rossin [9] было высказано сомнение о воз
можности связывания нейротрансмиттеров-аминокислот, в том числе 
и глутамата с синаптическими везикулами. Однако уже в 1973 году 
De BelJoroche, Bradford [10] поставили вопрос о пересмотре такого 
представления и показали накопление целого ряда аминокислот в СВ, 
хотя при этом утверждали, что высвобождается скорее цитоплазматиче
ский, чем везикулярный пул аминокнслот-нейротрансмиттеров (глута
мат, аспартат, ГАМК и др.). В дальнейшем был получен ряд данных от
носительно везикулярного накопления нейротраисмиттеров-аминокислот 
на основе регистрации активного транспорта этих нейротрансмиттеров 
в СВ, выделенные из мозга: ГАМК [2]. 1-глутамата и других, амино
кислот [8]. В ряде работ прямым биохимическим определением показано 
наличие аминокислотных нейротрансмиттеров в СВ [11—13], или их на
копление в СВ после внутримозговой инъекции соответствующих амино
кислот [14].

В результате детального исследования захвата глутамата СВ по
казано, что эти везикулы (диаметр—50 им) очень чувствительны к ме
ханическим и химическим воздействиям [8]. Например, применение стек
лянного гомогенизатора для перемешивания суспензии везикул приводит 
к уменьшению активности захвата глутамата везикулами на 60%. В це
лом процесс захвата глутамата СВ ничем в принципе нс отличается от 
захвата других нейротрансмиттеров и является Са2+, Mg8* и АТР-зави- 
енмым механизмом [15], сопряженным с функционированием Н*-иасоса. 
Работа специфического переносчика «включается» при инициации Mg- 
АТР-индуцироваиного активного транспорта Н~ внутрь СВ [16]. Однако 
может происходить и неспецифичсскин захват глутамата в СВ, содер
жащее в норме другие нейротрансмиттеры. Это связано с тем, что пока 
не разработаны надежные способы получения фракции СВ из ткани моз
га, специфических к захвату и депонированию какого-либо одного ней
ротрансмиттера. а результаты исследования захвата глутамата, приве
денные выше, проводились на суммарных фракциях СВ. выделенные 
после «мягкой» гомогенизации.

Известна лишь одна работа, в которой при помощи иммуносорбцкн 
суммарной фракция СВ с кроличьей антисывороткой к нейроспецифиче- 
скому белку-синапсину выделена фракция СВ, специфично накапливающая 
глутамат [17]. Выделенная «чистая» фракция СВ (диаметр везикул 
35—40 нм) способна в присутствии Mg-ATP захватывать только глута
мат, а не другие аминокислотные нейротрансмиттеры (I- и d-аспартат, 
глутамин. ГАМК). Активный захват глутамата сопровождается (или 
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инициируется) гидролизом ATP и нс происходит з присутствии негидро
лизуемого аналога АТР—р, у-метилен-АТР.

Таким образом, можно отмстить, что способы выделения СВ, накап
ливающих аминокислоты-нсйротраисмнттеры синаптической передачи в 
мозгу высших животных еще далеко нс совершенны, и полученные фрак- 
инн представляют в основном интерес для изучения биохимических и 
биофизических свойств выделенных везикул. Вопрос же о наличии ве
зикулярного пула аминокислот-нейротраисмиттеров в нервном окончании 
практически остается открытым, несмотря на описанные выше данные. 
В связи с этим необходимо совершенствование существующих способов 
биохимического анализа для доказательства наличия везикулярного пула 
аминокислотных нейротрансмиттеров или поиск и разработка новых под
ходов для решения этой задачи. Одни из возможных путей для функ
ционально-биохимического исследования везикулярного пула аминокислот
нейротрансмиттеров заключается в поиске и изучении СВ в синапсах 
идентифицированных нейронов, в которых роль нейротрансмиттеров вы
полняют аминокислоты. С этой точки зрения изучение глутаматсодержа
щих СВ можно проводить, например, в гигантских синапсах в поле САз 
мшистых волокон зернистых нейронов зубчатой фасции переживающих 
срезов гиппокампа. Этот объект позволяет проводить комплексные иссле
дования механизмов и регуляции глутаматергической синаптической пе
редачи с использованием методов электрофизиологии, электронной мик
роскопии и функциональной биохимии (в частности, с применением су- 
перфузионных методов).

Глутамат—нейротрансмиттер в гигантских синапсах в поле 
С/\з гиппокампа?

Прямых данных о химической природе нейротрансмиттера в гигант
ских синапсах мшистых волокон в литературе нет. хотя вопрос о нейро
трансмиттерах цепочки энториальная кора—перфорирующий путь—зуб
чатая фасция—мшистые волокна—‘■пирамидные нейроны поля САз—кол
латерали Шаффера—пирамидные нейроны поля CAi являлся предметом 
многочисленных исследований.

В ряде работ показано, что перфорирующий путь к зубчатой фасции 
заканчивается синапсами, в котором нейротрансмиттером являются ас
партат и глутамат [18—26]. Недавно показано, что глутамат может 
быть нейротрансмиттером в синапсах, образованных коллатералями Шаф
фера [27—28] и эфферентными путями от гиппокампа к переднему моз
гу и гипоталамусу [29]. В работе Crawford, Connor [30] биохимически 
показано (мозг кошки), что в поле САз в 2.5 раза уровень глутамата 
выше,чем в поле CAi и соответственно приблизительно на столько же 
выше активность дегидрогеназы 1-глутаминовой кислоты. В противопо
ложность этому концентрации аспартата в поле CAi и САз почти оди
наковы. При локальной стимуляции срезов (мшистые волокна) иаблю- 
дается увеличение высвобождения глутамата в суперфузат, но при сти- 
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•муляции энторинальной коры это высвобождение сильно увеличивается 
(почти в 2 раза) [30]. Эти данные могут косвенно свидетельствовать, 
что нейротрансмиттером в синапсах мшистых волокон на пирамидных 
нейронах поля САз может быть глутамат (в меньшей мере аспартат). 
При аппликации глутаминовой кислоты на срезы гиппокампа наблюдает
ся возбуждение пирамидных нейронов через дендриты [31]. Представ
ляют интерес работы, выполненные с действием каиновой кислоты на гип
покампальные нейроны. При инъекции каиновой кислоты в гиппокампе 
«наблюдается преимущественно разрушение пирамидных нейронов в поле 
САз—САц [32]. Хотя в настоящее время механизм действия каиновой 
кислоты до конца не выяснен и специфичность ее разрушительного дей
ствия на нейроны именно глутаматсргической природы не доказана [33], 
тем не менее высокая чувствительность пирамидных нейронов поля САз— 
СА< к каиновой кислоте, циклическому аналогу глутаминовой кислоты, 
заслуживает внимания. При аппликации каиновой кислоты к срезам гип
покампа наблюдается деполяризация пирамидных клеток в поле САз 
[34]. которые также чувствительны к прямому микроионофоретическому 
подведению глутамата [35]. В нашей лаборатории Кузнецовым [36. 37] 
были модифицированы искусственные фосфолипидные мембраны (БАМ) 
солюбилизатом синаптических окончаний мшистых волокон. Добавление 
к такой модифицированной БАМ глутамата приводило к появлению 
дискретных скачков проводимости мембран величиной около 15 пОм. 
сопровождаемых изменением проницаемости для Мэ+. К” и С!՜. Добав
ление к БАМ диэтилового эфира глутаминовой кислоты (антагонист 
глутамата [38]) приводило к снижению на 50% проводимости, вызван
ной глутаматом. В результате этих экспериментов, изучения распределе
ния цинка в гиппокампе и динамики изменения его концентрации при 
электрофизиологических стимуляциях было высказано предположение, что 
нейротрансмиттером в гигантских синапсах мшистых волокон может быть 
глутамат, находящийся в определенном динамическом комплексе с иона
ми цинка. При помощи иммуноцитохимического метода удалось прямо 
наблюдать везикулярное накопление глутамата и ГАМК в синапсах 
ЦНС млекопитающих, в частности глутамата в синаптических везику
лах % гигантских синапсах мшистых волокон в поле САз гиппокампа 
[39]. Однако при последующем ауторадиографическом анализе захвата 
1-глутамата, в области окончания мшистых волокон в поле САз было 
показано небольшое число гранул серебра, что авторы связывают скорее 
с техническими причинами [40]. Кроме этого, на основе анализа данных 
[18] об отсутствии изменений содержания захвата и высвобождения 
1-глутамата в поле САз после дегенерации гранулярных клеток высказы
вается предположение [40]. что только з небольшой части поля САз 
расположены гигантские синапсы мшистых волокон. Имеется, по край
ней мере, одна работа, в которой показано, что в мшистых волокнах и 
гигантских синапсах зернистых клеток в поле САз нейротрансмиттером 
не являются аминокислоты (глутамат или аспартат). Эти данные полу
чены при аппликации антагонистов аминокислотных нейротрансмиттеров
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(в случае глутамата—диэтиловый эфир глутаминовой кислоты) на пе
реживающие срезы и регистрации ВПСП в поле САз после стимуляции 
мшистых волокон [41].

Необходимо отметить, что в области str. lucidum поля САз гисто
химическими методами не обнаружены биогенные катехоламины, индол- 
амнны и активность АХЭ [42—46].

Таким образом, на основе приведенных данных можно сделать вы
вод, что имеющиеся к настоящему времени результаты могут свидетель
ствовать о том, что нейротрансмиттером в гигантских синапсах мши
стых волокон в поле САз гиппокампа является глутамат. В любом слу
чае можно считать зернистые клетки зубчатой фасции гиппокампа иден
тифицированными нейронами, в нервных окончаниях которых функциони
рует возбуждающий нсйротрансмиттер-аминокислота—глутамат.

Переживающие срезы гиппокампа—модель для изучения 
везикулярного пула глутамата в пресинаптическом пространстве

Переживающие срезы гиппокампа представляют удобный объект, 
позволяющий проводить комплексное прижизненное исследование синап
тических процессов, в частности в области поля САз (гигантские синап
сы нейронов зубчатой фасции), с использованием методов электрофизио
логии, электронной микроскопии и функциональной биохимии. Исследо
вание ультраструктуры окончаний мшистых волокон в переживающих 
срезах гиппокампа показало, что наблюдается хорошая морфологическая 
сохранность срезов в течение длительного времени инкубации. При этом 
сохраняются электрофизиологические параметры синаптической переда
чи [47]. В связи с этим возникает вопрос: нельзя ли при определенной 
постановке экспериментов попытаться использовать переживающие срезы 
гиппокампа и комплексный электрофизиологически-элсктронномикроско- 
пичсский и функционально-биохимический анализ гигантских синапсов в 
поле САз Для изучения возможности везикулярного накопления амино
кислотных нейротрансмиттеров?

Приведем некоторые исследования, проведенные в нашей лаборатории 
В. В. Петуховым. Е. Н. Безгиной. В. И. Поповым (часть результатов опуб
ликована [48. 49]. Эксперименты проводили на крысах-самцах* линии 
Wistar массой 120—150 г. Переживающие срезы гиппокампа толщиной 

__4Q() мкм готовили на специальном резаке [50]. помещали в среду 
Кребса-Рингера следующего состава (в мМ): NaCI—124: КО—5; 
CaCle 2: MgSO.—2: NaHCOa—26: KH2PO,—1,25: глюкоза—10 (та
ловая фаза О2:СО2—95%:5%: pH 7,4). После прсникубацни в течение 
1.5 ч в яротоке раствора Кребса-Рингера (200 мкл/мин) срезы перено
сили в экспериментальную проточную ячейку и с помощью вольфрамо- 
вого микроэлектрода (диаметр кончика около 1 мкм) регистрировали 
спонтанную электрическую активность в пирамидном слое поля САз. 
Срезы, обладающие такой активностью, то есть имеющие («ритмические, 
одиночные или пачечные потенциалы с частотой 0.15—1 Гц. использо
вали в последующих 3 группах экспериментов.
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В I-ой. контрольной серии опытов, проводили ’ тестирующую стимуля
цию зубчатой фасции одиночными импульсами с амплитудой 10 -12: В 
и длительностью 0.1 мс и регистрацию ответов в области’ слоя пирамид
ных нейронов поля СД-.. ‘ • ■'
՝■" Во II-ой серий опытов'после тестирующей с’тимуляпии »• регистра
ции ответов в поле С А.-. зубчатую фасцню подвергали Л'гайийеско։։ с՜:՛- 
.Муляции—частота 15—20 Гц/нйпряжеииё 10х-12 В; время стимуляции— 
10—15 с. После такой стимуляции1 в поле GA’s Отмечалась посттетаниче
ская потей'и нация. . • ..... .. ...

В Ш-ей серии"опытов после контрольного тестирования ’срезы под
вергались «истощающей» сТИму.Хяцию’импульсами амплитудой ?10<—12 В 
и частотой 30—50 Гц. «Истощение»-считалось достигигсым/’егли в те
чение 10 мин после такой стимуляции ответы в поли САз не восстанав
ливались. Такое состояние достигалось за 30—60 мин «истощающей;, 
стимуляций.ZB дополнительной''сбрии ’опытов было йоказ'ано. что прибли
зительно через 60 мни после достижения1 состояния и^тонйнйя и отклю
чения «истощающей» стимуляции росстцнавлмпалоеь число ответов в 
поле САз до 80—90% от исходного уровня. .. ...
,։ Во-всех трех сериях опытов после электрофизиологических измере- 
нцц-(.<;резы фиксировались для электронномикроскопического анализа, как 
указано в работе.Petukhov. Popov. [49].

։ Для морфологического анализа отбирали хорошо выраженные про
фили синаптических окончаний, в которых были отчетливо виЛны СВ. ак
тивная, зона с межщелсвым .материалом, и. постсинаптическая мембрана 
с постсннаптическим . уплотнением. Во всех экспериментах определяли 
удельную плотность везикул (число везикул на мкм2 профиля синапти
ческого контакта), строили ги.стрграмму распределения площадей СВ и 
рассчитывали их среднюю площадь. Все. площади измеряли планиметром 
ПГ1-2. Статистическую оценку результатов проводили, по критерию 
Стьюдента.

На рис. 1 представлены синаптические профили из str. luciduni поля 
САз. срезов гиппокампа (контроль). Как видно, площадь синаптических 
профилей.плотно заполнена. СВ, митохондриями н профилями шипиков. 

.дюроию .видны уплотнения активных зон. В прссинаптичсском профиле 
СВ двух типов: .большая часть везикулярных структур представлена мел
кими везикулами округлой или слегка овальной формы, окруженными 
мембранами и имеющими, «светлую» сердцевину. Меньшая часть везикул 
(практически одиночные везикулы в одном синаптическом профиле) со
держит электронно-плотную сердцевину. Эти везикулы округлой формы, 
расположены беспорядочно в синаптическом профиле и приблизительно 
в два раза больше ио диаметру, чем «светлые» мелкие везикулы. На 
рис. 2 представлены гистограммы размеров «светлых - везикул и везикул 
с электронно-плотной сердцевиной. Видно, что наибольшее количество 
«светлых» везикул имеет площадь в пределах 1000—2000 нм- (максимум 
1200 нм2, что соответствует диаметру везикул, если принять их форму 
за окружность, равную 39 нм), а наибольшее число везикул с электрон-
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/Ъ«՛. /. ( i(ii.iiirii*ii-cKM<- профили и str. Iticidinii поля CA. срезов гиппохам* 
на. Контроль. \ величенис 30.000. Стрелками показаны синаптические П.'-

ЗНКуЛЫ С ЗЛеКТрОИПО-ПЛОТПОИ ссрдпспинон

р„с 3 Синаптические профили о sir- 1>кк1шп .юля САа «розов гиппдкзм- 
пл 41,ТО1В«ЧИ. ֊. Увеличение 25.000. Стрелками показаны синаптические 

везикулы с элсктровно-члотаой серлдевиной



но-плотной сердцевиной имеет площадь в пределах 2000—3000 нм2 (мак
симум 300 нм2 диаметр 62 нм). Окаймленные везикулы в контрольных 
препаратах увидеть практически не удается. Расположение СВ на пло
щади пресинаптического профиля равномерное, не видно какой-либо 
особой локализации везикул, например, не наблюдается состредоточснис 
их около активных зон.

Контроль 
п = 34

Посттетаии- 
чесхая по- 
текниаиия 

п = 33
'Истоиекхе" 

л= 61
"Восстал оэ- 
леиис"
п= 67

Число везикул на 
I мя*2 ал осади си
наптического профиля

256*16.0 
(юоап

232116.0 
(90.6$)

ГШ±8.О 
(66.е$)

227*12,0 
(83.7$)

^ис- 2’ Гистограмма размеров синаптических везикул (агранулярные — О. 
гранулярные— 0 ). 5» площадь везикул. Д—диаметр СВ. Вверху—измене
ния числа везикул па I мкм? синаптических профилей при различных 

функциональных состояниях переживающих срезов гиппокампа

При посттетанической потенциации количество «светлых» везикул 
заметно уменьшается, они становятся несколько сморщенными, окружа
ющие их мембраны неравномерно электронно-плотными, хотя размеры ве
зикул не изменяются. Меньшие изменения претерпевают везикулы с плох
ой сердцевиной. Необходимо отметить, что за поведением этого пула ве
зикул, также как за «одетыми» везикулами, следить очень трудно из-за 
их небольшого количества. Изменение общей локализации везикул по 
площади синаптического профиля (по сравнению с контролем) не наб
людается.

В состоянии «истощения» (рис. 3) количество «светлых» везикул 
резко уменьшается. Оставшиеся везикулы имеют приблизительно такую 
же морфологию и распределение по площади синаптического профиля, 
как и в состоянии «посттетаническои потенциации».

Таким образом, в гигантских синапсах мшистых волокон в поле 
САз гиппокампа, согласно нашим данным, имеются СВ двух типов: мел
кие со «светлой» сердцевиной (агранулярные) и крупные с электронно- 
плотной сердцевиной (гранулярные). После электрической стимуляции 
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зернистых клеток зубчатой фасции наблюдается уменьшение популяции 
мелких агранулярных везикул в гигантских синапсах в поле САз гиппо
кампа и при блокировании синаптической передачи в случае «истощаю
щей» стимуляции в гигантских синапсах сохранялось 60% указанных 
везикул.

Как было показано выше, в гигантских синапсах мшистых волокон 
в поле САз гиппокампа в качестве нейротрансмиттера функционирует 
глутамат. В связи с этим можно предположить, что глутамат в этих си
напсах содержится в синаптических агранулярных везикулах диаметром 
40 нм, причем «синаптически активный» нейротрансмиттер локализован 
в 40% всей популяции указанных СВ. Размеры СВ в наших наблюде
ниях практически аналогичны результатам электронно-микроскопических 
исследований синаптических везикул в глутаматергкческнх возбуждающих 
синапсах на соматических мышцах у членистоногих (44,8±2 нм) [51] 
и СВ, накапливающих глутамат, выделенных из мозга быка при помощи 
иммуносорбции с антисывороткой к синапсину [17].

Вопрос о функциональном значении крупных гранулярных везикул 
остается открытым. Как указывалось выше, в слое пирамидных нейронов 
поля САз биогенных моноаминов и АХ не обнаружено. По-видимому, 
этот тип везикул не связан с цинксодержащими структурами, выделяе
мыми в гигантских синапсах при гистохимической реакции Тимма [37]. 
В последние годы в мшистых волокнах иммуногистохимически обнаружен 
энкефалин [52—54], хотя наибольшее количество иммунореактивных 
структур обнаружено в тонких волокнах, локализованных в зоне 
под слоем пирамидных нейронов в поле САз, то есть пока нет дан
ных о локализации энкефалина непосредственно в гигантских синапсах 
мшистых волокон. Из-за небольшого количества крупных гранулярных 
везикул в рассматриваемых синапсах невозможно точно определить их 
поведение при истощающей стимуляции, хотя можно отметить, что их 
количество в изученных синапсах в состоянии «истощения» уменьшается.

На основе только электронномикроскопических данных практически 
невозможно установить какой механизм высвобождения нейротрасмиттс- 
ра действует в рассматриваемых синапсах: экзоцитозный или неэкзоци- 
тозный, хотя в ряде случаев наблюдаются типичные для экзоцнтоза 
омегаподобные профили, отражающие взаимодействие пресинаптнческой 
мембраны и мембраны СВ. Необходимо отметить, что, если все приве
денные утверждения справедливы, гигантские синапсы мшистых волокон 
гиппокампа при изучении на переживающих срезах являются перспектив
ном модельной системой для изучения везикулярного накопления (и выс
вобождения) глутамата в синапсах с использованием сочетания биохими
ческого анализа (суперфузионные методы) с фармакологическими, элек
трофизиологическими и электронно-микроскопическими методами [55].

В обзоре П1П21есПпе приводятся данные о доказательствах глута
мат-аспартатной природы нейротрансмиттеров в синапсах, образованных 
коллатералями Шаффера в з1г. гад։а{ит поля СА։ гиппокампа и выска
зывается сомнение относительно того, что в гигантских синапсах мшистых
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•волокон ><енротрасм(ггтерами являются глутамат или аспартат [56]. В 
■связи с этим на срезах гиппокампа анализ везикулярного пула накопле
ния аминокислотных возбуждающих нейротрансмиттеров с использова
нием нашего подхода можно проводить не только на гигантских синапсах 
мшистых волокон в поле САз гиппокампа, но н в поле СА| в зоне окон
чания коллатералей Шаффера.

ON THE VESICULAR POOL OF NEUROTRANSMITTER 
AMINO ACIDS

BUDANTSEV A. Yu.

Institute of Biological Physics, USSR Acad. Sei., Pushino, Moscow 
Region, USSR

The data abount synaptic vesicles that accumulate neurotransmit
ter amino acids are reviewed. It has been noted that methodological 
«difficulties connected with the direct extraction of vesicles fractions 
specifically depositing aminoacids were among the factors impeding the 
studies of neurotransmitter amino acids accumulation in vesicles. The 
possibility to use surviving brain slices (in particular, that of hippo
campus) for the identification and investigation of the dynamics and 
mechanisms of neurotransmitter amino acids accumulation in synaptic 
vesicles with the combined application of electrophysiology, electron 
microscopy and functional biochemistry techniques (specifically super
fusing methods) are discussed.
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