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Модельные системы в биологии. Возможно, что первое высказыва- 
ние о полезности использования модельных систем в биологии было сде­
лано Thomas Henry Huxley в предисловии к его книге по зоологии 
рака, опубликованной в 1880 г. [1]. Он заявил:

«Когда я писал книгу о раке, .моим намерением не было представить зоологиче­скую монографию об этой группе животных, и я ле ставил перед собой цель написать трактат о нашем английском раке... то. что я имел в виду, гораздо скромнее, хотя при современном состоянии науки не менее полезно. В самом деле, я хотел показать, как тщательное изучение одного из обычных и весьма незначительных животных ве­дет шаг за шагом от ограниченного познания к широким обобщениям я к наиболее трудным проблемам зоологии, даже биологической науки вообще».
Со времен Huxley нейробиологи широко использовали модельные 

системы (табл. 1): гигантский аксон кальмара, который оказался идеаль­
ной модельной системой для изучения распространения потенциала дей-Тяб.шда /Модельные системы в нейробиологии
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ствия: морской моллюск Aplysia (морской заяц). так много исполь­
зуемый в качестве простой модели обучения и поведения: приведший к 
идентифицированию ГАМК как тормозного синаптического нейромедиа­
тора рецептор растяжения рака, которого изучал Huxley. Это только 
три модельные системы из многих, которые можно было бы упомянуть.

Эта статья посвящена модельной системе, которую мы и другие ис­
следователи широко и интенсивно использовали в прошедшие 10— 
15 лет—электромоторной системе электрического ската (Torpedo). Я 
надеюсь показать, что способности этой системы далеко не исчерпаны, 
и она предоставляет благоприятные возможности для исследований в 
90-х годах.

На рис. 1. а и в представлена электромоторная система электриче­
ского ската (Torpedo) с телами клеток в электрических долях, миели­
низированными аксонами, образующими 4 больших нервных ствола, 
которые между жабрами проникают в электрический орган. Электро-

Рис. /. с—электромоторная система электрического ската (Torpedo): б—развитие элсктропитов мышечных трубочек: «—частично вскрытая рыба: электрическая доля (1). нервы (2). электрический орган (3)

моторные нейроны электрических долей представляют собой холинерги­
ческие клетки, их тела расположены в парных ядрах, выступающих на 
стволе головного мозга рыбы, а пресинаптические окончания их аксо­
нов находятся в электрическом органе. Последний состоит из размещен­
ных в сотовидном порядке пакетов уплощенных элсктропитов, вент­
ральную поверхность которых и покрывают пресинаптические нервные 
окончания. Холинореактивные постсинаптические клетки электрического 
органа (электроциты) развиваются (рис. 1. б) из вертикально ориенти-
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рованных мышечных трубочек в процессе роста эмбрионов (в длину) 
ст 40 до 65 мм. Хотя клетки электрического органа мышечные по про­
исхождению. он во много раз богаче иннервирован, чем мышцы, и со­
держит синаптического материала приблизительно в 1000 раз больше, 
чем эквивалентная по массе мышечная ткань. По мере роста ската эм­
бриональные электроциты увеличиваются и за счет сливающихся с ними 
расположенных на них сателлитных клеток (рис. 1, б), а шванновские 
клетки постепенно покрывают нервные окончания, представленные на 
том же рисунке врастающими конусами роста.

структура дхр
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похтсхнаптическая * открытие каналов
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Рис. 2. Ргзрсбгтка проблем электромоторном системы: а—изучение далеко продвинуто, б—только начато
В общем, эта система является идеальной для изучения биохимии 

холинергической передачи. Однако возможность ее использования в ней­
робиологии гораздо шире. Так. при ее помощи можно было изучать 
такие проблемы, как контроль над развитием трофических факторов, яв­
ление запрограммированной клеточной смерти и наличие в той или дру­
гой условно-нейромедиаторной системе физиологически активных ней- 
ропептидов.

На рис. 2 представлены некоторые проблемы изучения электромо­
торной системы: те. разрешение которых далеко продвинуто (а), и 
те, разработка которых в настоящее время еще только начата (б), и их 
разрешение потребует усилий и в 90-х годах. Все это не умозрительная 
программа, а практические проекты. В докладе будут лишь кратко про-
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пл чем II сосролоточеип ппимл|Нй» П:П1|»‘Ц АИВО|ИТП|Н(11
Hiimmiiiii 111т luiiiiiiiiiiiiiii /кит/). Ujnoii па y։wi ii v,,iii,c 

МСИНОЙ молекулярной нейробиологии несомненно янлястся изилнроианнс 
никотинового ацетилхолинового «рецептора из электрического органа, хи­
мическая характеристика этого рецептора при помощи методов белко­
вой химии и молекулярной генетики, включение его в искусственные ли­
пидные мембраны и открытие его участия в таком тяжелом заболевании, 
как миастения (myasthenia gravis) [2]. Эти работы завершились уста­
новлением с помощью кДНК-метода полной последовательности состав­
ляющих рецептор четырех пептидов [3]. Хотя на этой основе с допол­
нением результатов исследования при помощи высокоразрешающей элек­
тронной микроскопии можно судить о третичной структуре этих пепти­
дов и их расположении в мембране, в настоящее время еще не известно, 
каким образом АХ модифицирует рецептор для того, чтобы открыть 
образуемые им ионные каналы. Одним из подходов для решения 
этого вопроса являются опыты с систематическими изменениями в пос­
ледовательности пептидов и тестировании тех эффектов, которые эти 
изменения производят на реконструированную систему. При этом можно 
выявить ту последовательность, которая играет ключевую роль в функ­
ции рецептора.

Трофические факторы. При работе с совместными культурами тка­
ней эмбрионального электрического органа и электрической доли мозг* 
мои сотрудники Richardson. Rimschen и Fox [4] обнаружил» два тро- 
фических фактора. образуемых электрическим органом: 1) термоста­
бильный диализуемый нейронотрофический фактор, необходимый для 
жизнеспособност։! тел электромоторных клеток в электрической доле 
мозга, и 2) термолабильный недиалнзуемый холинотрофичсскнй фактор, 
вызывающий экспрессию холинергичских свойств у клеток электриче­
ской доли. Идентифицирование этих факторов явится интересной зада­
чей для будущих исследовании.

На рис. 3 представлена краткая сводка данных, свидетельствую­
щих в пользу существования этих факторов. Можно видеть (рис. 3. а), 
что электромоторные нейроны 40-миллиметрового эмбриона хорошо вы­
жинали в культуре и их холинацетилтрансфераэная (ХАТ) активность 
ПАЛЫШHWCН (ТМ 8 ср.е*?У ПЬ1Л ло<)авлеи экстракт электрического органа- Г5' "° XfcxiiOKiouutto cnewiii иодООПШУ 'f/ffff РОГИО^ЛП «•’«« т^.-г։«0>HnxoKttblP iliUfifiHfilf• Kcn.sa»rr«itM. s-г.- y.-Hhr«n«xit /р։ч- -I. (ij. ,ttr. ttrttриПОТ(Ш|||1!К4У Г' 
кЛТ-акТИВНОСТЬ » ЭЛСКТрНЧсскм* <.р.а.։ал
ямбриоиои. когда они достигают ДЛИНЫ О 80 ММ. При ЭТОМ играют роль 
уЖГ уПОМЯИуТЫС ПЫШС Лка Ч,октора—Диализуемы։։ тсрмоетаб։|Аш։ый ией- 
ронотрофический и недиализуемый термолабильный холннотрофическин. 
Так, диализ значительно уменьшал еодержание нейронотрофнчсского 
фактора (клетки погибал»), тогда как нагревание не влияло на выжи­
вание. ։ю значительно снижало экспрессию ХАТ. В то же время оба 
фактора оказались холодоустойчивым». Далее выяснилось, что. видимо, 
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Рис. 3. о—повышение (֊-) или снижение (—) числа жизнеспособных эм- бриокальных электромоторных нейронов (черные столбики, в %) и хо- лниацстилтрансфсраэной активности (белые столбики, в %) в эксплан­татах ткани электрической доли 50—60-миллиметровых эмбрионов элек­трического ската, находившихся в культуральной среде без добавления 
(1) или с добавлением экстракта электрического органа 105-миллиметро­вого эмбриона, нативного (2) или подвергнутого нагреванию (3), охлаж­дению (4). диализу (5): г.о оси ординат—изменения, в %: б—ответ экс­плантата ткани электрической доли 50—60-миллимет роисто эмбриона па жшим -ЮТ «М10'ШШИ՝1ГТр(1Вт ЛИ0р«911Я«-‘ ........ ֊:и с -« ООЗК1КГ--Ц4:«Н.. II.. .1 ............... . .-..Г-.р„„,,г.П п ._ .. ................. .. „ ,
. ............................« г аЬ|»ЬпК:1|Лг4|П1.1М||. П : Г НР0ЛИ|))^Зи1!Л »ЛГИ7|)СМоуор>1ЫХ клеток: максимальные пелнчии։.» ( I ). ................................ «-личины (£), гибель клеток (3), холинаЦстилтрансфсралная акт и пн ость п »А«-к* грнчес кнх долях пнгякгных э.мбрнннив П ывн< »«•՛ ТИ ОТ их ПОЗрАСТА (но их Длине) (•/), но осн абсцисс- длина пмбрнона, п мм; ио оси орди нат (слева)—число клетск. 10՜։, по оси ординат (справа)—ф.’рмента- 
тнпнйн пкгппность но ерппигинк» с нопорождеинымн, п Данные п и б относятся к 1-нгдслыюму периоду 
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недиализуемыи холинотрофический факт<7р не способен оказывать эф­
фект в отсутствие нейронотрофического (ср. рис. 3. а. белые столбики 
2 и 5). Так. данные, представленные на рис. 3, в. показывают, что 
продукция нейронотрофического фактора эмбриональным электриче­
ским органом начинается лишь у 80-миллиметровых эмбрионов как раз 
в тот период, когда волна гибели клеток в электрической доле спадает 
и число жизнеспособных клеток повышается вместе с увеличением и 
ХАТ-активности. Это свидетельствует о том. что препрограммирован- 
ный синтез трофических факторов в развивающемся электрическом ор­
гане стабилизирует размер пула электромоторных нейронов и вызывает 
в них синтез ХАТ именно перед началом функционального синаптоге- 
неза, имеющего место, когда эмбрионы достигают՝ величины 90-100 мм.

Антигены, связанные с нейромедиаторами, как специфические холи­
нергические маркеры. Мы много занимались также идентифицированием 
специфических холинергических маркеров, используя антитела, вырабо­
танные на очень чистые препараты электромоторных синаптических пу­
зырьков и пресинаптичсских плазматических мембран, которые были 
выделены методами субцеллюлярного фракционирования. Первым из 
таких маркеров явился специфический протеоглюкан пузырьков (СПГП). 
Он позволил нам следить гистохимически за образованием пузырьков 
а теле клетки, их передвижением по аксону и накоплением в нервных 
окончаниях [5. 6]. На рис. 4. а можно рассмотреть сделавшиеся види­
мыми под влиянием анти-СПГП-антисыворотки и меченного флуорес­
цеином второго антитела пузырьки, готовые к переходу по аксону из 
тела электромоторного нейрона. На рис. 4. б виден СПГП. скопившийся 
в аксоне проксимально от лигатуры, а на рис. 4. г заметно уменьшение 
содержания СПГП з пресинаптическом окончании, вызванное перевяз­
кой аксона (ср. рис. 4. г с картиной в интактном органе на рис. 4. в).

В других работах [7—9] мы идентифицировали специфический хо­
линергический маркер (СХМ-1)—трисиалоганглиозид необычной конфи­
гурации. На основе недавней работы ТеИатапН и его сотрудников, 
выполненной вместе с нами, в этом веществе один остаток сиаловой кис­
лоты присоединен к ацетилглюкозамнновому остатку. Антисыворотка к 
этому ганглиозиду специфически вызывает избирательный лизис комп­
лемента холинергической субпопуляции синаптосом головного мозга [8].

На рис. 5. а показан избирательный выход ХАТ из препаратов си­
наптосом коры больших полушарий мозга морской свинки, подвергну­
тых лизису комплемента в присутствии антисыворотки к анти-СХМ-1. 
При этом маркер адренергических синаптосом (тирозннгидроксилаза) не 
выходил: выходило около 10% цитоплазматического маркера — 
лактатдегидрогеназы. Это соответствует той доле синаптосомиой цито­
плазмы. которая отвечает за холинергическую субпопуляцию пузырьков. 
На рис. 5, б представлены подобные результаты, полученные в случае 
препаратов синаптосом. нагруженных перед лизисом радиоактивной 
деоксиглюкозой (в качестве цитоплазматического маркера) и мечеными 
же нейромедиаторами—глутаматом. ГАМК, дофамином, норадреналином

166



Рис. 4. а—СПГП-положительныс органеллы (синаптические пузырки), го­товые к выходу из перикариона (очерчено) электромоторного нейрона; 
б—СПГП-иммунорсактивность. накопившаяся над перевязкой (между стрел­ками); в и г—СПГП-иммунорсактивность в окончаниях электромоторного нерва к нейтральной поверхности электролита. когда аксон перевязан (в) и интактен (г)



Рис. 6. ВК! 1-подобная иммунорсактивиость в крностатиых срезах электри­ческой доли (а. б, н) и электрического органа (։. л. с) после перевязки электромоторных аксонов (а. б. ։. .։) и в норме (о. с): б и д—увеличение структур в нолях, соответственных ч и I. Аккуму линия заплга|о|пих гра­нул наб подастся и аксонном бугорке. К и точное ядро (и) также ок­рашивается



и серотонином (в качестве маркеров соответствующих синаптосомных 
субпопуляций) [10]. При этом также подвергалась лизису лишь холи­
нергическая субпопуляция. а количество высвобождавшейся деоксиглю- 
козы соответствовало ее фракции, захваченной этой субпопуляцией. Нао­
борот. лизис комплемента неспецифических антикортикальных антител 
сопровождался выходом вместе с деоксиглюкозой и всех нейромедиато­
ров. Эти эксперименты также показали насколько специфичен захват 
различных нейромедиаторов разными субпопуляциями.

Гас. 5. !1эби-рат։ль:1ый вызываемый комплементом лизис холинергических снкаитоссм больших полушарии головного мозга морской свинки после сскснбилнззцик анти-СХМ-1 антнсыаэроткой: а—холинацетилтрайсфераза (>}. лактатдггидрогеназа (2). тирсзикгидроксилаза (3); по оси абсцисс — время (в мин), но оси ординат—выход, в %: б—результаты такого жг сль:тг [ ։0] .՝ сенсибилизацией анти-СХМ-1 антисывороткой (1) с синап- тоссмамн. нагруженными дсоксиглюкозой (2). глутаматом (3). ГАМК ссротсиинсм. норадреналином и дофамином (5): избирательный вы­ход лишь холииацстилтрансфсраэы (I); выход всех компонентов при не- спспифической сенсибилизации под влиянием антисыворотки против всего ■комггл.к а.чти.-гзоп коры больших полушарий (П. Хн-лый столбик)
Фушшия СХМ-1 в настоящее время неизвестна, но одной из воз­

можностей. которую мы рассматриваем, может быть то. что он присое­
диняется к комплементарной структуре холинорецептивной клетки-ми­
шени во время сииаптогенеза. Результаты недавних эмбриологических ис­
следований электрического ската поддерживают эту точку зрения. Изу­
чение функции СХМ-1 и его возможной роли в аутоиммунных заболе­
ваниях НС. сопровождающихся избирательной дегенерацией холинерги­
ческих нейронов, будет целью исследований еще и в следующем 10-ле­
тии.

Калслектрин. Мало известно о механизме экзоцитоза. Наша 
группа (Уа)кег, БисПю? и ЕгН«:с1։е) недавно обнаружила новый 
класс белков. которые прочно связываются с липопротеиновыми 
мембранами. Мм полагаем. что этот регулируемый Си2 процесс, 
возможно, участвует в экзоцитозе и слиянии пузырьков.

Если полученные при гомогенизации препараты мембран электри­
ческого органа хорошо промыты Са2+ -содержащими солевыми раст­
ворами и затем элюированы той же средой, содержащей ЭГТА, то 
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гаком экстракт содержит один главным белковый компонент с Л1Г 32 кД 
{11, 12]. Этот белок, получивший название калелектрин [12]. связы­
вается с мембранами а присутствии Са- , а также усиливает вызывае­
мую двухвалентными катионами коацервацию мембранных пузырьков, 
включая синаптические, со специфическим участием Са2 ' [13]. Анти­
сыворотка к калелектрину вступает в перекрестные реакции с близкими 
белками во многих клетках и тканях млекопитающих, включая печень, 
мозговой слой надпочечников, головной мозг, лейкоциты и сперматозои­
ды. Одной из функций калелектрина может быть то. что он способст­
вует приякорнванию содержащих десмин иитоскелетных элементов к 
мембране при помощи фосфатидилсерина и других отрицательно заря­
женных липидов [14]. Было установлено, что антисыворотка против 
калелектрина электрического ската может опознавать целый класс на­
ходящихся во многих к’етках новых белков, обладающих общими для них 
повторяющимися аминокислотными последовательностями и способно­
стью к Са2 ь-зависимому связыванию с липидами [15].

Идентифицирование участка генома, кодирующего холинергическую 
функцию. Столь большие тела электромоторных нейронов должны обла­
дать объемом, по крайней мере в 30 раз превышающим размеры пре- 
синаптических нервных окончаний. Это не удивительно, так как их пери­
карионы полны полисомами, а также грубым и гладким эндоплазматиче­
ским ретикулумом. Из этих клеток была выделена мРНК [16], которая 
проявляла высокую активность в бесклеточной трансляционной системе: 
средн образующихся продуктов был обнаружен ряд цитоплазматических 
белков, свойственных пузырькам и нервным окончаниям. При посред­
стве этой мРНК была получена кДНК, которую успешно вводили в 
Е. соН [17]. Был выполнен скрининг с меченой кДНК. выделенной из 
мышцы (как образец не нервной ткани) и из мозжечка (как образец 
структуры мозга с дефицитом холинергических нейронов). Приблизи­
тельно из 3500 клонов было изолировано 50. которые соответствовали 
специфично лишь кДНК электрической доли и. таким образом, несо­
державшие последовательностей, кодирующих как белки, общие для всех 
нейронов, так и «хозяйственные» белки, свойственные вообще всех: 
клеткам. Обнаружено, что лишь очень небольшое число клонов оказа­
лось одинаково положительным в случае как электрической доли, так 
и мозжечка; еще меньше выявилось отвечавших и на пробу с мышеч­
ной тканью. Теперь предприняты попытки, используя вектор экспрессии, 
установить клоны, содержащие кДНК-последовательностн. которая ко­
дирует холинергические синаптические белки.

Вазоактивный кишечный пептид: холинергический ко-нейромедиатор? 
Этот последний раздел посвящен некоторым новым работам [18]. по­
казавшим, что в электромоторных нейронах имеется какой-то пептид с 
иммунореактивностью. близкой к проявляемой вазоактивным кишечным 
пептидом (ВКП): этот пептид из тел электромоторных нейронов транс­
портируется в нервные окончания.
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На рис. 6 показано иммунохимичсское выявление ВКП-подобной 
иммунореактивности в телах электромоторных клеток нормальной рыбы 
(рис. 6, в) и рыбы, у которой электромоторные нервы оставались пере­
вязанными в течение 14 дней (рис. 6. а, б). Обратите внимание на уси­
ление иммунореактивности в электрической доле после перевязки. Эти

Рис. 7. Хроматография ВКП-поаобной нммуиэрсактивяохти электрической доли (а) и электрического органа (б). По о:» ординат—концентрацияВКП. 11 пМ/л
результаты можно сравнить с подобными данными, полученными в слу­
чае СПГП и анти-СПГП-антнсЫВОрОТКИ (рис. 4). Следует отметить 
также аккумуляцию накопительных гранул в аксонном бугорке 
(рис. 4). В соответствии с этим лигатура электрического органа 
(рис. 6, г, д) сопровождалась уменьшением ВКП-реакции из-за отклю­
чения содержащих ВКП гранул в результате перевязки аксона 
(рис. 6, г и с), так как локализация ВКП, подобно СПГП. ограничена 
нервными окончаниями, расположенными на вентральной поверхности 
элсктроиитов.

Количественные определения (табл. 2) подтвердили иммунохимиче- 
ские наблюдения: в результате перевязки • электромоторных аксонов 
ВКП-иммунореактивность электрической доли повышалась, а в электри­
ческом органе падала.

ВКП-подобный иммунореактивный материал электрической дол:» 
(°) и электрического органа (б) был подвергнут хроматографии (рис. 1). 
Можно видеть, что исследуемый препарат вел себя не совсем идентично 
свиному ВКП. объем пиков которого показан стрелками. Это было
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подтверждено также и тем, что кривые вытеснения -антисыворотки со 
свиного ВКП этим пептидом и ВКП электрического скат?, не совпадали 
(рис. 8). Далее было обнаружено, что иммунореактивные пептиды не­
одинаковы в двух разных участках электромоторных нейронов. Очсвяд-

Рис. 8. Вытеснение антисыворотки со свиного ВКП холодным раствором свиного ВКП (О) •< ВКП электрического ската (△). По верхней осн абс­цисс—величина добавления экстракта; г.о нижней—концентрация пепти­да, в пМ/л: по осн ординат—отношение связанной антисыворотки к сво­бодной, в %
Таблица 2Эффект перевязки на величинуВКП-подобной иммукорсактивности

Ткань
ВКП-подобпая иммуно- реактивность в ф.моль эквивалентах,'г изменения в %контроль лигатура

Электрическая доля 740+68 1371+226 • 84+10Нерпы 183+32 244+38 +34+11Электрический орган 130+16 60+11 — 47+5
Примечание. Данные для индивидуальной рыбы являются средними из резуль­татов 3 определений. Величины изменений представляют собой умноженные на 100 величины при перевязке с вычетом контрольных данных и деленные на эти контроль­ные величины. Отрицательные величины указывают на уменьшение, а положительные— на увеличение после перевязки. Результаты определений в нервах относятся к их части, проксимальной к перевязке. Все данные статистически дэстовсрмы (р<0.01).

но также, что при транспорте ВКП из тела клетки в нервное окончание 
происходит какой-то вид процессинга, который включает удаление гид­
рофобной последовательности в С-концевой части пептида.
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Располагая такой хорошо охарактеризованной холинергической си­
стемой, мы теперь имеем модель для изучения запутанной и интригую­
ще։։ проблемы ко-нейромедиаторов. Сопровождается ли высвобождение 
АХ также и выходом ВКП? Какую роль играет ВКП в модуляции хо­
линергической функции? Разработка данных и близких к ним вопросов 
с использованием этой и других модельных систем будет занимать нас 
и в будущем.
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