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При помощи микроэлектродной техники проанализированы параметры спонтанных потенциалов действия 
идентифицированных дофаминсодержащих (R.Pe.D.1) и серотонинсодержащих (L.Pe.D.1) нейронов при дейст
вии пероксида водорода. Установлено, что нанесение H2O2 в концентрации 1 ммоль/л на поверхность препара-
та изолированной центральной нервной системы (ЦНС) не приводит к статистически достоверным изменениям 
временны́х и амплитудных характеристик спайка в обоих исследованных нейронах. Повышение действующей 
концентрации H2O2 (100 ммоль/л) вызывает увеличение длительности фаз де- и реполяризации потенциала дейст
вия, уменьшение амплитуды спайка, следовой гиперполяризации и порога для R.Pe.D.1. Для L.Pe.D.1 схожие по 
направленности изменения установлены лишь в отношении длительности фазы деполяризации, а также амплитуд 
спайка и порога. Предполагается, что отмеченные особенности электрических свойств мембраны являются след-
ствием различной чувствительности Na+- и K+-проводимости к действию активных форм кислорода, что обус
ловливает функциональную специфичность идентифицированных нейронов ЦНС Lymnaea stagnalis и отличия 
в реакциях клеток разных нейронных сетей при нарушении редокс-равновесия в нервной ткани.
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Microelectrode technique was used to determine the parameters of spontaneous spikes of two identified dopamine-con-
taining (R.Pe.D.1) and serotonin-containing (L.Pe.D.1) neurons under the action of hydrogen peroxide. H2O2 (1 mmol/l) 
bath application on the surface of isolated CNS did not results in significant changes of time-course and amplitude charac-
teristics of the neurons under study. Strengthening of H2O2 concentration (100 mmol/l) evoke the increase of action poten-
tial duration (de- and repolarization phases both) and decrease of spike, undershoot and threshold amplitudes in R.Pe.D.1. 
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For L.Pe.D.1, the same trend was observing only for depolarisation phase duration, spike and threshold amplitudes. It is 
assume that peculiarities of electrical properties of membranes are due to the differences in the sensitivity of Na+- and K+- 
conductivity to reactive oxygen species. That state could underlie functional specificity of identified neurons within CNS 
of Lymnaea stagnalis and the diversity of neuronal response to the nervous tissue redox disbalance.

Key words: rest potential; spike; reactive oxygen species; mollusc.
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Введение
Активные формы кислорода (АФК) все шире рассматриваются в качестве одного из основных участ-

ников процессов внутриклеточной сигнализации и межклеточной коммуникации [1]. С учетом своих 
свободнорадикальных свойств, предполагающих неспецифический характер взаимодействия с молеку-
лярными мишенями, они в полной мере способны играть роль медиаторов объемной передачи сигна-
ла, обеспечивая единовременное воздействие на множество нейронов, сосредоточенных в определен-
ном участке мозга [2]. По некоторым оценкам, в ряде участков центральной нервной системы (ЦНС) 
концентрация пероксида водорода  (H2O2) как главного модулятора синаптической передачи среди 
всего семейства АФК может достигать 1 ммоль/л [3]. Очевидно, что это порождает вопросы, связан-
ные с формированием устойчивости клеток нервной ткани в условиях действия АФК. Неизменность 
электрических свойств мембраны нейронов является наиболее значимой с точки зрения сохранения их 
функциональной специфичности. При этом ключевое значение приобретает устойчивость белков ион-
ных каналов плазмалеммы, определяющих генерацию потенциала действия (спайка) – элементарного 
события, лежащего в основе передачи сигнала в нервной системе.

В составе ЦНС моллюска Lymnaea stagnalis (прудовик обыкновенный) крупные идентифицирован-
ные нейроны правого и левого педальных ганглиев – R.Pe.D.1 (дофаминергический) и L.Pe.D.1 (серо-
тонинергический) соответственно [4; 5] – широко используются для изучения различных нейронных 
механизмов [6]. Эти полифункциональные вставочные нейроны интегрированы в структуру централь-
ных генераторов дыхательного (R.Pe.D.1) и локомоторного (L.Pe.D.1) ритмов [7; 8]. Ранее было отмече-
но, что пероксид водорода в неравной степени модифицирует электрические характеристики (частота 
генерации потенциала действия, уровень мембранного потенциала) отмеченных клеток [9]: L.Pe.D.1 
проявляет бóльшую устойчивость к действию H2O2, нежели R.Pe.D.1. В то же время вопрос о сохран-
ности показателей спайка в этих условиях и в зависимости от функциональной принадлежности клеток 
остался открытым, что и предопределило проведение настоящего исследования.

Материалы и методы исследования
Моллюсков (Lymnaea stagnalis) собирали в мелких проточных водоемах (мелиоративные и  водо

отводные каналы) в осенний период года. В лаборатории их содержали в аквариумах (на каждую особь 
приходилось не менее 0,5 л воды) при температуре 20 ± 1 °С. Воду меняли каждые три дня. Пищей слу-
жили листья салата и одуванчика (питание ad libitum). Использовали животных, имеющих одинаковые 
размеры (длина раковины составляла от 4,0 до 4,5 см) и массу (от 5 до 6 г).

Электрофизиологические исследования. Эксперименты были выполнены на препаратах изолиро-
ванной ЦНС (n = 9). Нейроны R.Pe.D.1 и  L.Pe.D.1 идентифицировали по размеру и  расположению 
в пределах ЦНС. Для размягчения периневральной оболочки и облегченного проникновения микро-
электродов в нейроны препараты предварительно обрабатывали раствором проназы (Protease E, type 
XIV, Sigma, США) в концентрации 1 мг/мл, приготовленным на нормальном физиологическом раство-
ре для Lymnaea stagnalis в течение 5 мин при температуре 20 °С. Электрическую активность нейронов 
регистрировали после промывки обработанного препарата свежим физиологическим раствором в тече-
ние 30 мин. Для перфузии (0,1 мл/мин) препаратов ЦНС использовали нормальный физиологический 
раствор (концентрация указана в миллимолях): NaCl – 44,0; KCl – 1,7; CaCl2 – 4,0; MgCl2 ⋅ 6H2O – 1,5; 
HEPES – 10,0; pH 7,5 ± 0,03. Внутриклеточную регистрацию электрических параметров нейронов осу-
ществляли с помощью Ag /AgCl-электродов и микроэлектродного усилителя МС-01М («Линтех», Бела-
русь). Микропипетки заполняли раствором KCl в концентрации 2,5 моль/л (сопротивление микроэлект
рода составляло 10 –20 МОм). В качестве индифферентного электрода использовали хлорированную 
серебряную проволоку.
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Для каждого препарата (нейрона) временны́е и амплитудные характеристики спонтанных потенциа-
лов действия (спайков) определяли для трех произвольно выбранных спайков из 30-секундного участка 
нейронограммы (шаг квантования – 0,5 мс), сделанной до и через 5 мин после добавления пероксида 
водорода соответствующей концентрации. При помощи специальных возможностей программы элект
ронного осциллографа InputWin [10] оценивали параметры потенциала действия: амплитуды спайка, 
следовой гиперполяризации и  порога, длительности фаз де- и  реполяризации (ДП и  РП), следовой 
гиперполяризации (СГ).

Пероксид водорода («Изотрон», Беларусь) наносили на поверхность центрального кольца ганглиев 
последовательно в  конечной концентрации  1 и  100  ммоль/л соответственно. Моменты аппликации 
были разделены не менее чем 10-минутным промежутком, достаточным для фиксации исследуемых 
показателей. При этом перфузию препарата временно прекращали. Контроль концентрации пероксида 
водорода в омывающем препарат растворе осуществляли спектрофотометрически (l = 240 нм, коэффи-
циент молярной экстинкции – 43,6 (моль/л)–1 ⋅ см–1).

Статистика. Экспериментальные данные обрабатывали общепринятыми методами медико-биоло-
гической статистики [11]. Нормальность распределения для каждого ряда экспериментальных данных 
предварительно оценивали при помощи W-теста Шапиро – Уилка. Поскольку нормальность распреде-
ления показателей не была подтверждена для всех без исключения экспериментальных серий, исполь-
зовали непараметрические методы оценки. При сравнении нескольких зависимых групп применяли 
F-критерий Фридмана (Friedman ANOVA, аналог дисперсионного анализа для повторных измерений), 
при сравнении двух зависимых групп – критерий знаков (Sigh test, аналог t-критерия Стьюдента). Дан-
ные представлены в виде медианы (25-й и 75-й процентили). Число наблюдений (n) приводится для 
каждого показателя и типа нейрона отдельно. Данные обрабатывали посредством программы Statis
tica 6.0. Достоверными считались результаты при уровне значимости P ≤ 0,05.

Результаты исследования и их обсуждение
Установлено, что пероксид водорода в  концентрации 1  ммоль/л не вызывает статистически значи-

мых сдвигов ни одного из исследованных показателей потенциала действия нейронов R.Pe.D.1 и L.Pe.D.1 
(табл. 1 и 2). Однако увеличение его действующей концентрации до 100 ммоль/л приводит к выраженным 
эффектам в отношении как временны́х, так и амплитудных характеристик исследованных нейронов.

В частности, для R.Pe.D.1 (см. табл. 1, рис. 1) отмечено 2-кратное возрастание по сравнению с конт
рольными условиями длительности фазы ДП (z = 2,02; P = 0,043 3) и совсем незначительное (в 1,1 раза) 
увеличение фазы РП (z = 2,41; P = 0,015 9), протекающее на фоне неизменной длительности следовой 
гиперполяризации. Амплитудные характеристики спайка указанного нейрона претерпевали статисти-
чески достоверное уменьшение по сравнению как с  контролем, так и  со значениями, полученными 
для условий действия пероксида водорода в концентрации 1 ммоль/л (см. табл. 2, рис. 1). Для общей 
амплитуды спайка снижение соответственно составило 1,6 и 1,7 раза (z = 2,02; P = 0,043 3 и z = 2,67; 
P = 0,007 7), для амплитуды СГ – 1,5 и 1,6 раза (z = 3,17; P = 0,001 5 и z = 2,67; P = 0,007 7), для ампли-
туды порога – 2,0 и 1,7 раза (z = 2,02; P = 0,043 3 и z = 2,67; P = 0,007 7).

Для L.Pe.D.1 (см. табл. 1, рис. 2) статистически значимые изменения длительности отмечены по от-
ношению к фазе ДП: 2-кратное увеличение по сравнению с контролем (z = 2,04; P = 0,041) и 1,5-кратное 
по сравнению с действием 1 ммоль/л раствора пероксида водорода (z = 2,04; P = 0,041). Согласно данным 
дисперсионного анализа (см. табл. 1) справедливо говорить лишь о тенденции к возрастанию протяжен-
ности фазы РП, а также о неизменной длительности фазы СГ по мере увеличения действующей концент
рации H2O2. В отношении показателей амплитуды спайка L.Pe.D.1 отмеченные изменения были сходны 
с таковыми для R.Pe.D.1 (см. табл. 2, рис. 2). Речь, в частности, идет о снижении общей амплитуды спай-
ка на величину около 5–10 мВ по сравнению с контролем (z = 2,20; P = 0,027 7) и действием 1 ммоль/л 
раствора пероксида водорода (z = 2,04; P = 0,041 2). Отмечено снижение амплитуды порога в 1,6 раза по 
сравнению с контролем (z = 2,04; P = 0,041 2), а также статистически достоверная неизменность ампли-
туды СГ. Оговоримся, что в последнем случае попарное сравнение данных показывает статистически 
значимые отличия (z = 2,04; P = 0,041 2) для двух экспериментальных групп (1 и 100 ммоль/л).

Согласно классическим представлениям формирование потенциала действия обеспечивается двумя 
основными механизмами, связанными с изменением ионной проницаемости мембраны нейрона [12; 13]. 
Фаза деполяризации реализуется за счет увеличения натриевой проводимости, а  фазы реполяризации 
и следовой гиперполяризации – за счет калиевой проводимости. Предварительно заметим, что различия 
электрических свойств R.Pe.D.1 и L.Pe.D.1, в том числе показателей спайка, были проанализированы ра-
нее [14] и не являются предметом обсуждения в настоящей работе.
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Т а б л и ц а  1
Временны́е характеристики потенциалов действия нейронов  

R.Pe.D.1 и L.Pe.D.1 при действии пероксида водорода
Ta b l e  1

Time-course of action potentials of R.Pe.D.1  
and L.Pe.D.1 neurons under the hydrogen peroxide impact

Исследованный нейрон  
и экспериментальная серия

Длительность фаз потенциала действия, мс

Деполяризация Реполяризация Следовая 
гиперполяризация

Нейрон R.Pe.D.1

Контроль (n = 15) 6,5 (6; 8) 9,0 (7,5; 9,5) 141 (125; 156)

Н2О2 , 1 ммоль/л (n = 12) 8,0 (6; 9) 9,0 (8; 20) 128 (110; 142)

Н2О2 , 100 ммоль/л (n = 12) 13,5 (9; 20)* 10,0 (9,5; 23,0)* 163 (101; 200)

Статистика 
(Friedman ANOVA)

c2 = 6,08 
P < 0,048 4

c2 = 5,89 
P < 0,052 7

c2 = 0,40 
P < 0,818 7

Нейрон L.Pe.D.1

Контроль (n = 9) 11 (9,5; 13,5) 28,5 (27,5; 32) 143 (126; 153)

Н2О2 , 1 ммоль/л (n = 9) 14,5 (10,5; 35,5) 26,5 (25,5; 40) 189 (176; 330)

Н2О2 , 100 ммоль/л (n = 6) 23 (13,5; 30)*, # 33,5 (25; 43) 168 (126; 215)

Статистика 
(Friedman ANOVA)

c2 = 10,18 
P < 0,006 2

c2 = 5,48 
P < 0,064 6

c2 = 0,33 
P < 0,846 5

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: * – различия достоверны по сравнению с контролем (P < 0,05); # – раз-
личия достоверны по сравнению с действием Н2О2 в концентрации 1 ммоль/л (P < 0,05).

Т а б л и ц а  2
Амплитудные характеристики потенциалов действия  

нейронов R.Pe.D.1 и L.Pe.D.1 при действии пероксида водорода
Ta b l e  2

Amplitude characteristics of action potentials  
of R.Pe.D.1 and L.Pe.D.1 neurons under the hydrogen peroxide impact

Исследованный нейрон  
и экспериментальная серия

Амплитуда фаз потенциала действия, мВ

Общая Порог Следовая 
гиперполяризация

Нейрон R.Pe.D.1

Контроль (n = 15) 58 (48; 72) 6 (5; 14) 12 (10; 15)

Н2О2 , 1 ммоль/л (n = 12) 62 (41; 83) 5 (4; 6) 13 (7; 17)

Н2О2 , 100 ммоль/л (n = 12) 36 (27; 54)*, # 3 (2; 4)*, # 8 (3; 11)*, #

Статистика 
(Friedman ANOVA)

c2 = 8,22 
P < 0,016 4

c2 = 8,63 
P < 0,013 4

c2 = 14,11 
P < 0,000 9

Нейрон L.Pe.D.1

Контроль (n = 9) 68 (62; 75) 8 (2; 9) 12 (8; 12)

Н2О2 , 1 ммоль/л (n = 9) 64 (50; 95) 5 (3; 10) 11 (6; 25)

Н2О2 , 100 ммоль/л (n = 6) 61 (58; 63)*, # 5 (4; 6)*, # 12 (8; 15)

Статистика 
(Friedman ANOVA)

c2 = 9,01 
P < 0,011 1

c2 = 8,45 
P < 0,014 6

c2 = 3,74 
P < 0,154 5
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Полученные нами данные позволяют сделать вывод об относительной устойчивости белков ион-
ных каналов мембраны R.Pe.D.1 и L.Pe.D.1 к действию АФК в физиологическом диапазоне концент
раций, не превышающих уровень 1 ммоль/л. С другой стороны, дальнейшее возрастание концентра-
ции пероксида водорода в неравной степени сказывается на Na+- и K+-проводимости в исследованных 
клетках. Справедливо будет утверждать, что в отношении R.Pe.D.1 речь идет о модификации свойств 
как Na+-, так и K+-каналов плазмалеммы, поскольку изменению были подвержены длительность фазы 
деполяризации, амплитуды спайка и порога (обусловлены потоком ионов Na), а также длительность 
фазы реполяризации и амплитуда следовой гиперполяризации, реализация которых связана с переме-
щением ионов K. Известно, что в мембране R.Pe.D.1 насчитывается несколько типов калиевых кана-
лов [15], а ее натриевая проницаемость связана с активацией неселективных Na+-каналов утечки [16].  

Рис. 1. Форма спайка R.Pe.D.1 при действии пероксида водорода. 
Калибровка: по времени – 100 мс (большое деление), по амплитуде – 15 мВ. 
Представлено изображение наложенных друг на друга потенциалов действия  

одного и того же нейрона в разных условиях нахождения препарата ЦНС:  
1 – контроль, 2 – пероксид водорода (1 ммоль/л), 3 – пероксид водорода (100 ммоль/л); 

а – наложение со смещением вправо для иллюстрации изменений  
амплитудных характеристик спайка, б – наложение с совмещением пикового значения,  

отражающее изменение временны́х характеристик потенциала действия
Fig. 1. R.Pe.D.1 spike shape under the hydrogen peroxide impact. 

Calibration: time – 100 ms (large scale), amplitude – 15 mV. Overlapping images of action  
potentials presented (same neuron in different experimental conditions for isolated CNS):  

1 – control, 2 – hydrogen peroxide (1 mmol/l), 3 – hydrogen peroxide (100 mmol/l); 
a – overlapping with right shift, illustrating spike amplitude changes,  

b – overlapping with peak value superposition, illustrating spike time-course changes

Рис. 2. Форма спайка L.Pe.D.1 при действии пероксида водорода. 
То же, что и на рис. 1

Fig. 2. L.Pe.D.1 spike shape under the hydrogen peroxide impact. 
The same as for fig. 1
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Ранее отмечалось, что именно окислительная модификация N-концевого участка K+-канала типа Sha
ker  (Sh) у  Drosophila определяет потенциал-чувствительность и  кинетику открытия/закрытия кана-
ла [17], и сообщалось о модуляции свойств АТФ-чувствительных K+-каналов мышей при экзогенной 
аппликации пероксида водорода [18].

Для L.Pe.D.1 стоит указать на относительно бóльшую устойчивость его K+-проницаемости по срав-
нению с таковой для R.Pe.D.1 в условиях кратковременного действия сверхвысоких доз пероксида во-
дорода. В пользу этого говорят данные статистического анализа о неизменной длительности фазы ре-
поляризации. Нельзя исключить, что в развитие потенциала действия в L.Pe.D.1 определенный вклад 
вносит и Ca2+-компонента, чувствительность которой к уровню АФК хорошо известна [19].

Отмеченная сохранность базовых электрических характеристик ключевых нейронов ЦНС Lymnaea 
stagnalis в условиях резкого возрастания уровня АФК в межклеточном пространстве может иметь при-
способительное значение. В частности, у прудовика одним из источников свободнорадикальных форм 
кислорода в  организме является НАДФН-оксидаза гемоцитов  [20], генерирующая супероксид-анион 
(инициирующий последующее образование и пероксида водорода, и гидроксильного радикала) как сред-
ство иммунного ответа на действие различных чужеродных агентов, с которыми моллюск сталкивается 
практически постоянно. Очевидно, что в этом случае сохранность и легочного дыхания (R.Pe.D.1), и локо
моторной активности (L.Pe.D.1) крайне значима для выживания особи.

Таким образом, неодинаковая чувствительность молекулярных механизмов, лежащих в основе ге-
нерации потенциала действия в  идентифицированных нейронах ЦНС Lymnaea stagnalis, составляет 
неотъемлемую характеристику функциональной специфичности клеток. Высокая степень сохранности 
механизмов электрогенеза при действии пероксида водорода способствует оптимальному функциони-
рованию нервных центров моллюска при кратковременном нарушении редокс-равновесия в мозге.
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