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С помощью хлортетрацпклпнового зонда было исследовано соотношение био
электрической активности и динамики связывания Са2 + в идентифицированных 
нейронах виноградной улитки. Обнаружено, что функционально неоднородные ней
роны обладают разным содержанием связанного Са2 + и неодинаковой динамикой 
его сродства. Наименьшее содержание связанного Са2 + и наименее выраженная 
динамика его связывания выявлены в командных нейронах безусловного оборонитель
ного рефлекса улиток: ЛПаЗ, ППаЗ, ЛПа2, ППа2. Более высокая интенсивность 
флуоресценции отмечена в клетках, имеющих другую функциональную принадлеж
ность (мотонейроны). По характеру изменений флуоресценции и корреляции этих 
изменений с биоэлектрической активностью выявлены 3 типа воли связывания Са2 + 

• Биологически активные вещества (сАМР п ангиотензин II) оказывали выраженное 
влияние па волны всех типов и на их корреляцию с биоэлектрической активностью. 
Обсуждены возможные молекулярно-клеточные механизмы, лежащие в основе выяв
ленных метаболических изменений.

В .настоящее время не вызывает сомнения важное значение вну
триклеточных метаболических процессов в осуществлении специфи
ческих функций нейронов [1, 2]. В связи с этим особый интерес вызы
вает корреляционное изучение динамики метаболических процессов и 
одновременно регистрируемой биоэлектрической активности иденти
фицированных нейронов. К немногим современным методам, поз
воляющим осуществлять такие исследования, относится прижизнен
ная спектрофотометрия нейронов с отведением их биопотенциалов. 
На основе этой методики ранее нами были исследованы особенности 
связи биоэлектрической актив-ности с динамикой окислительно-восста
новительных процессов нейронов при подведении к ним биологически 
активных веществ [3].

Наряду с редокс-состоянием, другим важным показателем мета
болической активности нейронов является динамика содержания 
связанных с компонентами внутриклеточных мембран ионов кальция 
(Са2+). С целью определения Са’+ в исследуемых нейронах при 
одновременной регистрации их биоэлектрической активности был при

163
4-266



менен способ спектрофотометрического флуоресцентного выявления 
Са2+ с помощью хлортетрациклинового зонда. Этот метод широко 
используют для изучения метаболизма Сас2'՜ в эритроцитах, гепато
цитах [4, 5], а также в различных компонентах нейронов: митохон
дриях, синаптосомах, аксоне [5—9].

В задачу настоящей работы входило сравнительное определение 
величины и колебаний содержания Са^ в различных по функцио
нальным՛ свойствам нейронах моллюсков и окружающих их глиаль
ных элементах и изучение динамики Са2+ и биоэлектрической актив
ности нейронов при воздействии на них некоторыми биологически ак
тивными веществами, регулирующими внутриклеточные процессы.

Материалы и методы

Опыты проводили на идентифицированных нейронах дорзальной поверхности 
изолированного подглоточного комплекса ганглиев виноградной улитки. Препарат 
НС улитки находился в камере, через которую осуществляли принудительный про
ток физиологического раствора для моллюсков [10]. Вне- и внутриклеточую реги
страцию биоэлектрической активности и внеклеточную аппликацию биологически 
активных веществ осуществляли с помощью многоканальных капиллярных микро- 
электродов, подводимых к нейронам под визуальным контролем.

Регистрирующий микроэлектрод заполняли 3 М КС1; сопротивление его копчи
ка составляло 5—20 Мом. Инъекцию веществ проводили методом мпкроионофореза: 
сАМР (0,2 М, pH 7,4) («Sigma», США) подводили отрицательным током силой 
60—80 нА в течение 2—4 мин, ангиотензин II (0,1 М, -pH 5,0) («Sigma», США), под
водили положительным током силой 60—80 нА в течение 3—5 мин. Биологически актив
ные вещества апплицировали так же в раствор, омывавший ганглий: сАМР—10—G М, 
ангиотензин II—10—7М.

сАМР был выбран нами для исследований в связи с тем, что обычно используе
мые для внеклеточных подведений его производные могут вызывать эффекты, отлич
ные от действия сАМР, н, кроме того, установлено, что внеклеточные аппликации 
циклического нуклеотида вызывают специфические биологические эффекты, хотя л 
ослабленные, но принципиально схожие с теми, которые возникают при его введении 
внутрь клеток или в экспериментах, проводимых in vitro.

Отводимые от нейрона потенциалы регистрировали на двухлучевом осциллографе 
и быстродействующем чернилопишущем приборе Н327/5.

Перед экспериментом ганглий улитки в течение 30 мин окрашивали хлортетра- 
циклином (10 мкМ) («Sigma», США).

Визуальную идентификацию и спектрофотометрию нейронов проводили с исполь
зованием люминиецентного микроскопа ЛЮМ АМ КФ, в комплект которого входи г 
микрофлуориметрическая приставка ФМЭЛ-1. Согласно некоторым рекомендациям 
[8. 9], с целью выявления Са2+ окрашенные хлортетрациклином структуры возбуж
дали светом в области с максимумом 410 нм, а флуоресценцию регистрировали в 
области с максимумом 520 нм. В таких условиях выявляется флуоресценция комплек
сов, включающих хлортстрациклии и Са2~, связанные с компонентами внутриклеточ
ных мембран [4, 6, 9]. По современным представлениям, компонентами мембран, свя
зывающих Са2+՜, являются преимущественно белковые молекулы [11].

В проведенных исследованиях оптический сигнал, поступавший на ФМЭЛ-1, 
преобразовывали посредством ФЭУ-69 в электрический, который усиливали потен
циометрическим усилителем У5-7 и регистрировали на самопишущем приборе типа 
КСП-4.

Всего было зарегистрировано и исследовано 43 нейрона.
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Результаты и обсуждение
После окрашивания хлортетрациклином были выявлены отчетли

вые различия флуоресценции нейронов и глиальных элементов ганг
лия: интенсивность свечения глиальных клеток была в несколько раз 
выше, чем нейронов, расположенных рядом. Более высокое содержа
ние меченого Са2 + в глиальных клетках, по сравнению с нейронами,, 
обнаружено также Ьагаге\\'։сг и соавт. [12].

Рис. 1. Спектрофотометрия идентифицированных нейронов виноградной 
улитки, окрашенных хлортетрациклином. По оси абсцисс—время экспери
мента в минутах; по оси ординат—условная шкала интенсивности флуо
ресценции в %. За 0 принят уровень флуоресценции неокрашенного пре

парата. Нейроны регистрировали в одном препарате.

При сравнительном исследовании интенсивности флуоресценции՜ 
различных нейронов было обнаружено, что функционально неодно
родные нейроны обладают разным содержанием Са2+՜ и неодинако
вой динамикой его сродства (рис. 1). Низкое содержание Са^1՜ и 
наименее выраженная динамика его связывания были выявлены в 
командных нейронах безусловного оборонительного рефлекса улиток: 
ЛИАЗ, ППаЗ, ЛПа2,՜ ППа2, ЛПл1, ППл1, Вб [13]. Внутри группы 
командных нейронов исследуемые показатели оказались также неодно
родными: в нейронах ППаЗ и ЛПаЗ количество Са2+ было относи
тельно ниже, чем в остальных командных нейронах. Не совпадали 
характеристики симметричных нейронов: ППаЗ и ЛПаЗ, ЛПл1 и ППл1.

Более высокая интенсивность флуоресценции хлортетрациклина, 
по сравнению с командными нейронами, была отмечена в клетке В4 и 
клетках группы Д [10]. Промежуточное положение занимал!! мото
нейроны вегетативного ганглия [14], а также нейроны ППа1 и Вб 
[Ю].

По характеру изменений флуоресценции хлортетрациклина в 
корреляции с биоэлектрической активностью можно выделить три типа 
динамики связывания Са2 +.

Волны порядка I—плавные изменения количества Са2+ (в тече
ние десятков минут), совпадавшие с медленными изменениями мемб
ранного потенциала (рис. 2). Амплитуда этих волн могла достигать 
30—40% от всего количества Са2+.
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Волны И-их длительность была от десятков секунд до несколь
ких минут, амплитуда 2—4%. Нередко они характеризовались почти 
скачкообразным увеличением интенсивности флуоресценции, затем 
плато и относительно быстрым снижением до исходного уровня 
(рис. 2). Другие из них имели пирамидообразую или более сложную 
форму (рис. 1). Следует отметить наиболее важные особенности волн 
П-ого порядка. Во-первых, цикличность их возникновения—в ряде

Рис. 2. Типы волн динамики связывания Са2 + в нейронах. Волна поряд
ка I в сторону увеличения (/, над пунктирной линией)и уменьшения (2, 
иод пунктирной линией) содержания Caj?+. Волны порядка II (3). Волны 
этого типа видны также на спектрофотометрических кривых / и 2. Две 
волны порядка II, а также волны порядка III, представляющие собой коле
бания на спектрофотометрической записи длительностью менее 1 сек. (■!). 
По оси абсцисс—'время эксперимента; по осп ординат—условная шкала 
интенсивности флуоресценции. За 100 % приляг уровень флуоресценции 

окрашенного препарата по отношению к неокрашенному

случаев спонтанно или под воздействием биологически активных ве
ществ отсутствовавшие или неупорядоченные волны Н-ого порядка 
возникали через приблизительно равные промежутки времени, при 
этом они имели схожую конфигурацию и амплитуду (рис. 3). Отме
чено совпадение волн П-ого порядка с осцилляциями мембранного 
потенциала, сопровождавших, в частности, пачечную активность ней
ронов (рис. 4). Наиболее отчетливая корреляция была выявлена с 
залповой активностью нейрона ППа1.
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Волны 111-его порядка—'быстрые, в пределах 1с, колебания флу
оресценции. Амплитуда колебании была сравнима с амплитудой 
волн 11-ого порядка (рис. 2). В некоторых случаях была обнаружена 
корреляция возрастания частоты волн Ш-его порядка с активацией 
или усилением пейсмекерных волн нейронов.

сАМР

207.

Змин

Рис. 3. Инициация сАМР волн порядка И у нейрона В7. Утолщенная ли
ния—время микроионофоретического подведения с АДАР. По осн абсцисс 

и ординат обозначения те же, что на рис. 2.

|А11

' 01111111111.1111 IIII 11[||||М1И1|И|111-Н
2

1

4

Х)с

!Гин՛ншл-янпит цйиппи 11ЯМ1М1111И1111111111111Й11 I и ип.цн н н м I

2 мин
Рис. 7. Инициация ангиотензином II (А 11) пачечной активности и воли 
порядка II у нейрона ППа1. Исходная биоэлектрическая активность 
(внеклеточное отведение) и аппликация Л II (отмечена стрелкой)—1. 
Продолжение записи пейронограммы через 10 мин—2. Схема иейроио- 
граммы—3, сопоставленная по времени со спектрофотометрической за
писью—4. Стрелками обозначены волны порядка II, совпадающие с пач
ками потенциалов действия. Утолщенные линии под спектрофотометриче
ской кривой—сопоставленные по времени отрезки нейронограмм 1 и 2.

По оси абсцисс и ординат обозначения те же, что на рис. 2.

Описанные тины динамики содержания Са*+ были обнаружены 
во всех исследованных нейронах. Однако степень их выраженности 
оказалась неодинаковой: наиболее выражены были волны выявлен
ных типов у клеток, содержавших большее количество Са^г.
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Биологически активные вещества оказывали значительное влия
ние на волны всех типов. Подведение сАМР обычно вызывало фазные 
изменения волны 1-ого порядка с начальным уменьшением количества 
Са^+ и последующей его стабилизацией, либо увеличением. Латент
ный период реакций составлял 1—2 мин, длительность—десятки ми
нут и более. Действие сАМР сопровождалось также инициацией 
волн П-ого порядка (рис. 3). Во время подведения сАМР волны П-ого 
порядка возникали циклично, через равные промежутки времени, бу
дучи схожими по конфигурации и амплитуде. После окончания аппли
кации цикличность нарушалась, волны становились изменчивыми по- 
форме и амплитуде. Временные параметры описанных изменений сов
падали с таковыми для волн 1-ого порядка. В ряде случаев было от
мечено возникавшее под влиянием сАМР учащение волн Ш-его поряд
ка.

В экспериментах отчетливо выявлялась способность сАМР к кор
реляции электрофизиологических и метаболических процессов нерв
ных клеток. Это проявлялось в том, что сАМР либо инициировал волны 
различных порядков и соответствующие им изменения биоэлектриче
ской активности, либо совмещал динамику обоих показателей в слу
чае, если в исходной фоновой активности нейрона присутствовали 
осцилляции мембранного потенциала и колебания количества Са’+. 
После окончания подведения сАМР имевшая место корреляция между 
обоими показателями постепенно исчезала (в течение десятков ми
нут и более).

Ангиотензин II вызывал метаболические и электрофизиологиче
ские перестройки активности нейронов, принципиально сходные с та
ковыми при действии сАМР. Существенное отличие заключалось в 
большей продолжительности латентных периодов реакций: в среднем 
они составляли 10—15 мин от начала подведения пептида. На рис. 4 
представлены характерные реакции нейрона ППа1, вызванные под
ведением ангиотензина II. В фоновой активности нейрона регистриро
вались длинные, от десятков секунд до 1,5 мин, пачечные разряды, 
которые через 12—15 мин после начала подведения ангиотензина II 
преобразовывались в залповую активность с короткими пачками 
импульсов (несколько секунд). Одновременно возникали волны П-ого- 
порядка, которые совпадали с пачечной активностью. Следует отме
тить, что до начала аппликации пептида также были зарегистрирова
ны волны П-ого порядка, отличавшиеся от инициированных ангиотен
зином II как по форме, так и по амплитуде. Причем они возникали 
нерегулярно и, кроме того, отсутствовала их корреляция с биоэлек
трической активностью.

Как следует из полученных нами результатов, каждый исследо
ванный идентифицированный нейрон характеризовался определенным 
уровнем содержания Са^+. Вместе с тем, внутри группы функцио
нально однородных нейронов были констатированы близкие количе
ства Са;!+, тогда как нейроны функционально различных групп ха
рактеризовались отчетливыми различиями.
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Необходимо подчеркнуть наличие определенной динамики свя
зывания Са2 + , нашедшей отражение в виде волн трех порядков. 
Различия временных параметров и выраженности изменений дают осно
вания предполагать существенную неоднородность характеризуемых 
ими метаболических процессов. Так, первый тип воли отличает относи
тельно медленное и, как правило, выраженное изменение содержания 
Са2+. Развитие и латентные периоды реакций при действии биологи
чески активных веществ, а также корреляция с медленными колеба
ниями мембранного потенциала у этого типа волн были сходны с ис
следованными нами ранее сдвигами редокс-систем в клетках [3]. Это 
дает основание полагать, что данные изменения, по-видимому, свя
заны с некоторыми базовыми метаболическими и энергетическими про
цессами, протекающими в нейронах.

При анализе волн 11-ого порядка прежде всего обращают на себя 
внимание некоторые их характерные особенности: сходные по форме 
и амплитуде циклические колебания флуоресценции, возникавшие 
иногда спонтанно и значительно чаще под воздействием регуляторов 
внутриклеточных процессов. Наличие выраженных п-образных регу
лярных сдвигов количества Са*+ предполагает синхронное вовлечение 
в данный процесс достаточно большого количества компартментали- 
зованных надмолекулярных субстратов, сохранявшееся в течение 
десятков секунд. Одним из вероятных структурных компонентов таких 
комплексов могут быть микротрубочки и нейрофиламенты [15]. 
Имеются данные о (цикличности процессов полимеризации-деполиме
ризации этих органелл [16], их зависимости от присутствия Са2 + 
[16, 17], регуляции сборки посредством сАМР и кальмодулина [16, 
18]. Кроме того, показано, что циклическое перераспределение Са2 + 

происходит при активном захвате свободного Са2+ гладким эндоплаз
матическим ретикулумом, АТР-индуцнруемом захвате Са2 + митохон
дриями и Па +-зависимом пассивном высвобождении Са2 + из мито
хондрий, связывании Са2 + цитоплазматическими буферными систе
мами, в том числе кальмодулином и белками группы 5-100.

Интерпретация возможного механизма возникновения воли Ш-его 
порядка затруднительна. Однако следует учитывать, что в некоторых 
случаях увеличение частоты этих волн совпадало с активацией пей՜ 
смекерных колебаний мембранного потенциала нейронов. В связи с 
этим представляют интерес данные Соколова [19] относительно вов
лечения белков плазматической мембраны при активации пейсмекер- 
пых участков.

В настоящее время установлено, что в нейронах моллюсков Са2 + 
могут вовлекаться в механизмы генерации биоэлектрической актив
ности [20, 21]. Выдвигаются также предположения о том, что Са2+. 
проникающие через цитоплазматическую мембрану при спайковон 
активности, являются регуляторами внутриклеточных метаболических 
процессов [21, 22]. В этом плане привлекают внимание эксперимен
тальные факты, полученные при исследовании нейрона ППа1. Пока
зано что в регуляции залповой активности этого нейрона исключи- 
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тельно важную роль играет внутриклеточное накопление Са2 + во 
время залпов потенциалов действия [23, 24]. В наших экспериментах 
обнаружено, что в фоновой активности нейрона залпы потенциалов 
действия и изменения количества Са2+, как правило, не совпадали, 
и только воздействие сАМР или ангиотензина II приводило к согла
сованию залпов с волнами Н-ого порядка.

Особо следует отметить, что в случаях совпадения сдвигов содер
жания Са2+ и электрогенеза выявлялось опережающее изменение 
первого показателя. Это, по-видимому, свидетельствует о первичном 
возникновении в данных условиях именно метаболических перестроек 
по отношению к электрофизиологическим. Вместе с тем, относительная 
независимость обоих показателей свидетельствует, очевидно, о том, 
что данные метаболические перестройки являются скорее регуляторны
ми, чем абсолютно необходимыми для процессов электрогенеза.

Согласно современным представлениям, Са2 + участвуют в ре
гуляции внутриклеточных процессов, необходимых для осуществле
ния многих функций нейронов, таких как процессы дифференцировки 
[25], выделения и рецепции нейромедиаторов, гормонов [261, элек
трогенез [20, 211, регуляция активности ДНК [27], метаболизм си
стемы циклических нуклеотидов [28] и др. Одним из основных уни
версальных внутриклеточных регуляторов является кальмодулин.. 
Комплекс кальмодулина с Са2 + активирует ряд ферментов, в том 
числе и Са2 + -зависимые протеинкиназы, которые участвуют в реали
зации описанных выше Са2 + -зависимых процессов.

Таким образом, проведенное исследование показывает перспек
тивность использования методического подхода для выявления уча
стия и роли метаболических процессов в обеспечении специфических 
функций нейронов, экспериментально дополняя современные данные 
о возможных Са2 *■-зависимых механизмах регуляции молекулярных 
процессов, лежащих в основе интегративной деятельности нервной 
клетки.

DYNAMICS OF Са2- BINDING IN THE NEURONS 
OF GARDEN SNAIL

NIKITIN V. p.. SAMOILOV M. O., SHERSTNEV V. V.. MAJOROV V. N.

P. K. Anokhin Institute ol Normal Phuslology. USSR Academy of Medical Sciences, Mos
cow, I. P. Pavlov Institute of Normal Physiology. USSR Academy of Sciences, Leningrad

Correlation between the bioelectric activity and dynamics of Ca2+ 
binding has been studied by means of chlortetracycline test. It was dis
covered that functionally different neurons contain both different amounts 
of bound Ca2+ and exert different affinity to it. Minimal amount and 
binding of Ca2+ was detected in snail neurons responsible for non-con- 
ditioned defensive reflex: LPa3, PPa3, LPa2, PPa2. A higher intensivity 
of fluorescence of chlortetracycline-Ca34’ complex was detected in moto- 
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neurons. 3 types of Ca2-*՜-binding waves have been described on the ba
sis of the correlation between fluorescence and bioelectric activity Biolo
gically active compounds (cAMP and angiotensin II) exert pronounced 
effect on the waves of all 3 types and their correlation with bioelectric 
activity. Possible mechanisms of these metabolic changes are discussed.
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