
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 6  № 4 (23)  2014 | ActA nAturAe | 117

УДК 612.816 

Механизм подавления холином 
выброса ацетилхолина в моторных 
синапсах мыши

А. Е. Гайдуков*, П. О. Богачева, Е. О. Тарасова, О. П. Балезина
Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, биологический факультет, 
кафедра физиологии человека и животных, 119234, Москва, Ленинские горы, 1, стр. 12
*E-mail: gaydukov@gmail.com
Поступила в редакцию 12.05.2014

РЕФЕРАт На нервно-мышечных препаратах диафрагмы мыши с использованием внутриклеточного ми-
кроэлектродного отведения миниатюрных потенциалов концевой пластинки (МПКП) и вызванных по-
тенциалов концевой пластинки (ПКП) исследовали механизм тонического действия холина – агониста 
никотиновых холинорецепторов (нХР) α7-типа, на спонтанную и вызванную секрецию медиатора в мо-
торных синапсах мыши. Показано пресинаптическое тормозное влияние экзогенного холина на амплитуду 
и квантовый состав потенциалов концевой пластинки при одиночной и ритмической вызванной актив-
ности нервно-мышечных синапсов, которое предотвращалось блокаторами α7-никотиновых холиноре-
цепторов – метилликаконитином или α-кобратоксином, а также блокированием кальций-активируемых 
калиевых каналов SK-типа апамином или внутритерминальных рианодиновых рецепторов – рианодином. 
Высказано предположение, что в моторных нервных терминалях мыши холин способен активировать пре-
синаптические α7-никотиновые холинорецепторы с последующим выбросом депонированного кальция че-
рез рианодиновые рецепторы и активацией кальций-зависимых калиевых каналов SK-типа, что приводит 
к устойчивому снижению квантового состава вызванного выброса медиатора.
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА квантовый состав, рианодиновые рецепторы, холин, α7-никотиновые холинорецепторы, 
SK-каналы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИй АХ – ацетилхолин; МПКП – миниатюрные потенциалы концевой пластинки; нХР – 
никотиновые холинорецепторы; ПКП – потенциалы концевой пластинки.

ВВЕДЕНИЕ
Свойства постсинаптических никотиновых холи-
норецепторов в моторных синапсах скелетной му-
скулатуры позвоночных хорошо изучены [1–3], 
тогда как данные о пресинаптических нХР у та-
ких синапсов немногочисленны и противоречивы. 
Иммуногистохимические и фармакологические те-
сты свидетельствуют о наличии в моторных синапсах 
нескольких типов нейрональных пресинаптических 
нХР [4–7]. При этом малоизученным остается вопрос 
о локализации и функциях особого типа нХР – α7-
нХР [8, 9], которые характеризуются относительно 
высокой проводимостью для ионов кальция [10–12]. 
Если в центральной нервной системе активация пре-
синаптических α7-нХР ацетилхолином (АХ) или из-
бирательными агонистами (холином, никотином), 
как правило, способствует секреции медиатора [13–
16], то в периферических моторных синапсах, на-
против, наблюдается торможение секреции [5, 17]. 
В наших предыдущих исследованиях активация α7-
нХР низкими дозами никотина вызывала кальций-
зависимое подавление вызванного выброса ацетил-

холина в ритмически активных нервно-мышечных 
синапсах мыши, которое предотвращалось метилли-
каконитином – избирательным антагонистом α7-нХР 
[18]. Механизмы этого торможения остаются не из-
ученными. В связи с этим в представленной работе 
пресинаптические α7-нХР активировали их изби-
рательным агонистом – холином, чтобы проследить 
способность холина подавлять вызванный выброс АХ 
и изучить механизмы этого действия.

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ

Объект исследования
Эксперименты проводили на изолированных нерв-
но-мышечных препаратах диафрагмальной мышцы 
(m. diaphragma – n. phrenicus) взрослых (P30) сам-
цов мышей 129/Sv, полученных из Института нор-
мальной физиологии им. П.К. Анохина РАН (Москва). 
Всего использовали 27 животных, которых содержа-
ли в соответствии с директивой 86/609/eec по об-
ращению человека с лабораторными животными. 
Протокол был одобрен комиссией по биоэтике био-
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логического факультета МГУ. Мышей умерщвляли 
посредством быстрого обезглавливания.

Электрофизиология
Процедуру рассечения мышечных волокон, позво-
ляющую одновременно регистрировать спонтанный 
и нередуцированный вызванный выброс медиато-
ра, проводили, используя стандартный протокол 
[5, 17, 18]. Левую половину диафрагмы с диафраг-
мальным нервом помещали в камеру объемом 3 мл 
и перфузировали при комнатной температуре ок-
сигенированным (95% O

2
, 5% cO

2
) раствором Лайли 

(pH 7.2–7.4), содержащим (мМ): nacl – 135, Kcl – 4, 
naH

2
PO

4
 – 0.9, cacl

2
 – 2, Mgcl

2
 – 1, naHcO

3
 – 16.3, 

глюкозу – 11. Все опыты проводили при температу-
ре 20–22°С. Регистрацию МПКП и вызванных ПКП 
осуществляли с помощью внутриклеточных сте-
клянных микроэлектродов, заполненных 2.5 М Кcl 
(сопротивление кончика микоэлектрода составля-
ло 15–20 МОм). Одиночные ПКП регистрировали 
при раздражении диафрагмального нерва сверхпо-
роговыми импульсами с частотой 0.3 Гц (не менее 
30 стимулов). При изучении ритмической актив-
ности синапсов диафрагмальный нерв стимулиро-
вали короткими пачками импульсов (50 стимулов 
длительностью 0.1 мс с частотой 50 Гц). Сигналы ре-
гистрировали при помощи усилителя Axoclamp-2B 
(Molecular Devices) и записывали их с помощью ана-
лого-цифрового преобразователя L-card Е-154 с ин-
терфейсом PowerGraph на жесткий диск компьюте-
ра. Полученные данные обрабатывали в программе 
MiniAnalysis (Synaptosoft). В контроле регистриро-
вали МПКП и ПКП от пяти и более разных синапсов, 
после чего в перфузионный раствор в определенном 
порядке добавляли исследуемые вещества, далее ре-
гистрировали активность разных синапсов на протя-
жении 1–1.5 ч. В каждой серии опытов использовали 
не менее трех нервно-мышечных препаратов.

Вещества и растворы
В работе использовали холин, метилликаконитин, 
апамин (Sigma, США), рианодин (enzo Life Sciences, 
США). Высокоаффинный блокатор α7-нХР – длин-
ноцепочечный α-кобратоксин (из яда кобры Naja 
naja kaouthia) [19–21] – был любезно предостав-
лен Ю.Н. Уткиным, заведующим лабораторией 
молекулярной токсинологии Института биоорга-
нической химии им. академиков М.М. Шемякина 
и Ю.А. Овчинникова РАН (Москва).

Анализ данных и статистика
Оценивали амплитуду, временной ход МПКП и ПКП, 
частоту МПКП и квантовый состав ПКП (его рас-
считывали как отношение средней скорректиро-

ванной на нелинейную суммацию амплитуды ПКП 
[22] к средней амплитуде МПКП). Статистическую 
значимость различий между выборками оценивали 
с использованием t-критерия Стьюдента и критерия 
Манна–Уитни. Уровень значимости отличий между 
двумя выборками составлял 0.05 (n – количество ис-
следованных синапсов). 

РЕЗУЛЬтАтЫ
В первой серии экспериментов мышцу перфузирова-
ли раствором холина в концентрации 100 мкМ в тече-
ние 40 мин. Анализировали характеристики МПКП 
и одиночных вызванных ПКП. Не выявлено статисти-
чески значимых изменений мембранного потенциала 
покоя (МП) в области постсинаптической мембраны 
в течение 40 мин перфузии холином (среднее значе-
ние МП в контроле составило –39.16 ± 1.13 мВ (n = 18) 
и –40.06 ± 1.18 в присутствии холина (n = 19). Холин 
приводил к снижению амплитуды ПКП в среднем бо-
лее чем на 25% по сравнению с контролем (рис. 1А). 
Эффект развивался на протяжении 10–15 мин от на-
чала аппликации холина и оставался неизменным 
в течение последующих 30 мин. При этом ампли-
туда, временные характеристики и частота МПКП 
не изменялись статистически значимо, а снижение 
амплитуды ПКП происходило за счет уменьшения 
квантового состава ПКП – от 34.20 ± 2.56 в контроле 
до 25 ± 2.56 на фоне холина (p < 0.05) (рис. 1Б). В до-
полнительных экспериментах на интактных (не-
рассеченных) нервно-мышечных препаратах холин 
(100 мкМ) не вызывал значимых изменений амплиту-
ды МПКП (1.49 ± 0.07 мВ в контроле (n = 17), под дей-
ствием холина 1.52 ± 0.11 (n = 17, p < 0.05)). Частота 
и временной ход МПКП на фоне действия холина 
не отличались статистически значимо от контроль-
ных значений. Таким образом, снижение квантового 
состава ПКП в присутствии холина при неизменных 
параметрах МП и МПКП свидетельствует о преси-
наптическом тормозном действии холина на вызван-
ную квантовую секрецию АХ.

Торможение холином квантового состава одиноч-
ных ПКП предотвращалось избирательным блока-
тором α7-нХР – метилликаконитином (20 нМ) (MLA). 
Сам MLA в течение 15–30 мин аппликации не вы-
зывал статистически значимых изменений пара-
метров МПКП и ПКП, однако холин в присутствии 
метилликаконитина не вызывал снижения амплиту-
ды и квантового состав одиночных ПКП (рис. 1А,Б). 
Аналогичные результаты – предотвращение угнета-
ющего действия экзогенного холина на квантовый со-
став одиночных ПКП – получены с использованием 
другого избирательного блокатора α7-нХР – длин-
ноцепочечного α-кобратоксина (5 нМ) (СТх) (рис. 1Б). 
Это означает, что холин при его тонической аппли-
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кации обеспечивает подавление вызванного выбро-
са АХ именно через активацию пресинаптических 
α7-нХР.

В следующей серии экспериментов исследова-
ли эффекты холина в отношении коротких залпов 
из 50 ПКП (50 Гц, 1 с). На фоне 40 мин аппликации 
холина (100 мкМ) наблюдали снижение амплиту-
ды и квантового состава ПКП, такое же как у оди-
ночных ПКП, которое проявлялось у первого 
и всех последующих ПКП в залпе. Эффект разви-
вался на протяжении первых 10–15 мин апплика-
ции холина и оставался неизменным в течение по-
следующих 30 мин. При этом рисунок залпа ПКП 
не менялся: как и в контроле, в начале залпа наблю-
дается кратковременное облегчение синаптической 
передачи, которое сменяется депрессией с выходом 
на стабильный, сниженный по сравнению с пер-
вым ПКП, уровень ПКП в залпе («плато») (рис. 2А). 
Предварительная аппликация на нервно-мышечный 
препарат избирательных блокаторов α7-нХР – MLA 

(20 нМ) (рис. 2Б) или СТx (5 нМ) не вызывала изме-
нений параметров МПКП, а также квантового соста-
ва ПКП в высокочастотном коротком залпе. Вместе 
с тем на фоне этих блокаторов α7-нХР холин не ока-
зывал тормозного действия на квантовый состав 
ПКП в залпах (рис. 2Б).

С целью выяснения механизма тормозного дей-
ствия холина мы предположили, что активация хо-
лином α7-нХР, пропускающих кальций в терминаль, 
создает в терминалях кальциевый сигнал, который 
может активировать кальций-зависимые низкопро-
водящие калиевые каналы SK-типа – подобно тому, 
как это происходит в случае тормозного действия АХ 

Рис. 1. Тормозное влияние экзогенного холина на оди-
ночную (0.3 Гц) вызванную секрецию медиатора реа-
лизуется через его действие на α7-нХР. а – усреднен-
ные записи одиночных ПКП в контроле, в присутствии 
холина (100 мкМ) и при действии холина (100 мкМ) 
на фоне блокатора α7-нХР MLA (20 нМ). Б – кванто-
вый состав одиночных ПКП в контроле, в присутствии 
холина и под действием холина на фоне предваритель-
но введенных блокаторов α7-нХР – MLA и CTx (5 нМ). 
По оси ординат показан квантовый состав ПКП в % 
от контроля. *p < 0.05 по сравнению с контролем
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Рис. 2. Изменение квантового состава ПКП по ходу 
короткого ритмического залпа ПКП при ритмической 
активности синапсов с частотой 50 Гц. а – в контро-
ле и под действием 100 мкМ холина. Б – в контро-
ле, в присутствии 20 нМ MLA и при действии холина 
на фоне MLA. По осям ординат – значения квантового 
состава ПКП, по осям абсцисс – порядковый номер 
ПКП в коротком залпе. *p < 0.05 по сравнению с кон-
тролем
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на импульсную активность ряда других возбудимых 
клеток [23, 24]. Для проверки такой возможности 
проводили аппликацию на мышцу избирательного 
блокатора низкопроводящих К

Са
-каналов – апами-

на (200 нМ). Сам апамин не вызывал статистически 
значимых изменений амплитуды и квантового со-
става одиночных и ритмически генерируемых ПКП, 
но на его фоне холин (100 мкМ) терял способность по-
давлять квантовый состав ПКП в ритмическом залпе 
(рис. 3А). Это позволяет предполагать, что тормозное 
действие экзогенного холина – кальций-зависимый 
процесс, в основе которого лежит активация холи-
ном входа кальция в терминаль по каналам α7-нХР, 
вызывающий активацию калиевых SK-каналов 
и выходящий калиевый ток. Возникающая при этом 
гиперполяризация мембраны подавляет работу по-
тенциал-зависимых кальциевых каналов в актив-
ных зонах, что снижает вероятность вызванного вы-
броса АХ.

Согласно опубликованным данным, SK-каналы 
могут активироваться кальцием из разных источни-
ков [25]. В частности, в определенных гиппокампаль-
ных синапсах [24] работа SK-каналов усиливается 
за счет кальций-активируемого выброса кальция 
из депо, вызванного входом кальция из наружной 
среды по каналам α7-нХР. Поэтому целью следую-
щей серии экспериментов было выяснение возмож-
ного вовлечения рианодиновых рецепторов и выброса 
кальция из кальциевых депо моторных терминалей 
в реализацию кальций-зависимых тормозных эф-
фектов холина с участием К-каналов SK-типа.

Аппликация на мышцу рианодина в концентра-
ции, обратимо блокирующей рианодиновые рецеп-
торы (3 мкМ), не вызывала статистически значимых 
изменений амплитуды и квантового состава ПКП 
и в незначительной степени снижала облегчение 
передачи в начале короткого залпа ПКП (рис. 3Б). 
На фоне действия рианодина (3 мкМ) последующая 
аппликация холина не вызвала снижения амплиту-
ды и квантового состава ПКП в залпе (рис. 3Б). Это 
свидетельствует о необходимости участия не только 
α7-нХР, но и выброса депонированного кальция в ре-
ализации кальций-зависимого торможения холином 
вызванной секреции АХ.

ОБСУЖДЕНИЕ
Эффекты, обнаруженные нами при апплика-
ции экзогенного холина (100 мкМ), а также селек-
тивных блокаторов α7-нХР (метилликаконитина 
и α-кобратоксина), в сочетании с эффектами инги-
битора SK-каналов (апамина) и блокатора рианоди-
новых рецепторов (рианодина) позволили прибли-
зиться к пониманию механизма тормозного действия 
холина на вызванный выброс АХ. 

Способность ряда эндогенных и экзогенных аго-
нистов нейрональных нХР при кратковременной 
(в течение нескольких секунд) аппликации в высоких 
миллимолярных дозах вызывать снижение секреции 
ацетилхолина в моторных синапсах наблюдали ра-
нее в ряде работ [5, 8, 17]. Однако не было точно уста-
новлено, какой именно тип пресинаптических нХР 
опосредует эти эффекты и по какому механизму они 
реализуются. Известно, что холин является полным 
избирательным агонистом α7-нХР, но в то же вре-
мя он может активировать и М1

-холинорецепторы, 
имеющиеся на терминалях и шванновских клетках 
моторных синапсов [26]. Однако, согласно опублико-
ванным данным, холин активирует эти рецепторы 

Рис. 3. Изменение квантового состава по ходу 
короткого ритмического залпа ПКП с частотой 
50 Гц. а – в контроле, при действии 200 нМ апамина 
и под действием холина (100 мкМ) на фоне апами-
на. Б – в контроле, при действии 3 мкМ рианодина 
и под действием холина (100 мкМ) на фоне рианодина. 
По осям ординат – значения квантового состава ПКП, 
по осям абсцисс – порядковый номер ПКП в коротком 
залпе
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в дозах, значительно превышающих применявшуюся 
в нашей работе [27, 28]. Кроме того, избирательная 
активация М

1
-холинорецепторов моторных синапсов 

приводит к облегчению выброса медиатора [29, 30] и, 
таким образом, не может быть причиной обнаружен-
ного нами тормозного действия экзогенного холина 
на секрецию АХ. Поэтому при объяснении обнару-
женных нами эффектов холина мы опирались на хо-
рошо документированные и общеизвестные факты 
о способности холина избирательно активировать α7-
нХР нервных терминалей [31, 32].

Мы использовали протокол, в котором применяли 
тоническую – в течение десятков минут – апплика-
цию холина в низкой (100 мкМ) концентрации, кото-
рая не достигает ec

50 
для активации α7-нХР (0.5–1.5 

мM) [31, 33]. Известно, что α7-нХР относятся к очень 
быстро десенситизируемым холинорецепторам 
[34]. Однако, согласно десенситизационной модели 
для α7-нХР, низкие (не достигающие ЕС

50
) концен-

трации агонистов приводят к пролонгированному от-
крытию канала α7-нХР с незначительным развитием 
десенситизации или блоку открытого канала при не-
гативных (гиперполяризационных) значениях мем-
бранного потенциала [32]. Тот факт, что снижение 
холином квантового состава ПКП предотвращается 
блокаторами α7-нХР, означает, что действие холина 
в данной концентрации (100 мкМ) реализуется через 
активацию, а не десенситизацию нейрональных нХР 
на пресинаптической мембране. Долговременный ха-
рактер наблюдаемых эффектов холина может быть 
следствием процессов, разыгрывающихся при акти-
вации α7-нХР. Недавно на претерминальных аксонах 
гиппокампальных нейронов показали, что даже кра-
тковременная (10 мин) активация α7-нХР экзогенны-
ми агонистами может приводить (вслед за быстрыми 
эффектами) к долговременным – в течение 30 мин 
и более – внутриклеточным подъемам уровня каль-
ция, активации кальмодулинкиназы типа II и других 
ферментов, что сопровождается долговременным 
усилением секреции медиатора [35].

В периферических синапсах при активации холи-
ном пресинаптических α7-нХР мы обнаружили дру-
гой эффект – долговременное торможение секреции 
вследствие вовлечения в работу кальций-зависимых 
низкопроводящих калиевых каналов SK-типа. Такие 
каналы описаны на моторных нервных терминалях 
грызунов [36]. Показано их возможное участие в ре-
гуляции частоты спонтанных МПКП [37]. В нашей 
работе впервые обнаружена возможность активации 
и участие SK-каналов в реализации тормозного дей-
ствия холина на вызванный выброс АХ. Аналогичные 
примеры срабатывания SK-каналов вследствие ак-
тивации α7-нХР описаны в центральных синапсах 
волосковых клеток [23], нейронах гиппокампа [24].

Применение рианодина как блокатора рианоди-
новых рецепторов выявило необходимость участия 
еще и рианодин-чувствительного выброса кальция 
из депо для реализации тормозных эффектов холи-
на. В центральной нервной системе функциональное 
сопряжение работы α7-нХР и рианодиновых рецеп-
торов служит для усиления кальциевого сигнала 
в терминалях и облегчения выброса ацетилхолина 
или других медиаторов [14, 38, 39]. Мы впервые по-
казали, что в периферических синапсах, напротив, 
функциональное взаимодействие α7-нХР и рианоди-
новых рецепторов кальциевых депо приводит к тор-
можению вызванной секреции медиатора вследствие 
активации кальций-зависимых калиевых каналов 
SК-типа. По-видимому, в моторных нервных тер-
миналях α7-нХР расположены на удалении от мест 
экзоцитоза, но пространственно сближены с опреде-
ленными примембранными цистернами рианодино-
вых кальциевых депо, и этот комплекс способен ак-
тивировать калиевые каналы SK-типа. Аналогичное 
взаимодействие α7-нХР, рианодиновых рецепторов 
и SK-каналов описано в интернейронах гиппокампа 
на постсинаптическом уровне [24], у волосковых кле-
ток [40]. В обоих случаях это приводило к торможе-
нию нейрональной активности.

Хорошо известно, что в центральной нервной си-
стеме внеклеточный АХ и его дериват холин через 
их диффузно-объемное действие могут регулировать 
активность внесинаптических и околосинаптических 
α7-нХР, локализованных на претерминальных аксо-
нах, дендритах нейронов и телах глиальных клеток 
мозга [41]. Для периферических аксонов и термина-
лей мотонейронов подобная регуляция с участием 
АХ и холина еще не была описана. Уровень выбро-
са ацетилхолина и активность ацетилхолинэсте-
разы в нервно-мышечных синапсах гораздо выше, 
чем в центральных холинергических синапсах [41]. 
Следовательно, при долговременной работе синап-
сов и гидролизе АХ должен значимо возрастать уро-
вень эндогенного холина в синаптической щели. Его 
диффузия из щели и активация пресинаптических 
α7-нХР могли бы служить механизмом эндогенной 
ауторегуляции секреции АХ по принципу отрица-
тельной обратной связи. Однако нам не удалось об-
наружить эффекты эндогенного холина на выброс 
АХ в условиях одиночной и кратковременной рит-
мической активности синапсов. Вопреки ожиданиям 
аппликация блокаторов α7-нХР не вызвала каких-
либо изменений квантового состава одиночных ПКП 
и ПКП в коротких ритмических залпах (50 ПКП, 50 
Гц). Возможно, требуются периоды более продолжи-
тельной или интенсивной работы моторных синапсов 
для накопления эндогенного холина, его диффузии 
из щели (спилловера) и проявления его тормозного 
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действия, особенно если пресинаптические α7-нХР 
удалены от мест экзоцитоза, как, например, в пре-
терминальных α7-нХР в центральных синапсах 
[42]. Правомочность подобных представлений под-
тверждается данными экспериментов на синапсах 
диафрагмы крысы, в которых способность блокато-
ров α7-нХР предотвращать падение квантового со-
става ПКП удается выявить только, если это паде-
ние развивается в результате длительной (в течение 
нескольких часов) низкочастотной работы синап-
сов [17].

ЗАКЛЮчЕНИЕ
В нашей работе показано, что тоническое действие 
экзогенного холина, взятого в относительно низких 
для активации α7-нХР дозах, приводит к долго-
временному торможению выброса медиатора АХ. 

Впервые раскрыт механизм этого торможения. Он 
заключается в активации холином пресинаптиче-
ских аксональных α7-нХР с последующим выбро-
сом депонированного кальция через рианодино-
вые рецепторы и активацией К

Са
-каналов SK-типа 

в моторных терминалях мыши. Нельзя исключить 
и других возможных участников описанного меха-
низма, например, определенных кальций-зависи-
мых ферментов, однако это требует специальных ис-
следований. Заманчиво также проверить, может ли 
холин-зависимое торможение секреции медиатора 
вносить вклад в утомление нервно-мышечной пере-
дачи в случае долговременной интенсивной работы 
моторных синапсов млекопитающих. 

Работа поддержана РФФИ  
(грант № 13-04-00413a).
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