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РЕАКЦИИ  ИДЕНТИФИЦИРОВАННЫХ  КАРДИОРЕГУЛЯТОРНЫХ 
НЕЙРОНОВ  ЦНС  МОЛЛЮСКА  LYMNAEA  STAGNALIS  

В  УСЛОВИЯХ  ГИПЕРГЛИКЕМИИ  
И  ПРИ  ДЕЙСТВИИ  ИНСУЛИНА

А. В. СИДОРОВ1), В. Н. ШАДЕНКО 2), В. Б. КАЗАКЕВИЧ 1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь 
2)Республиканский научно-практический центр психического здоровья, 

Долгиновский тракт, 152, 220053, г. Минск, Беларусь

Возрастание содержания глюкозы в гемолимфе (с 0,09 (0,08; 0,10) до 0,54 (0,44; 0,69) ммоль/л), а также внутри-
полостная инъекция инсулина (0,05 МЕ/г) приводят к 10 –20-процентному увеличению частоты сердечных сокра-
щений по сравнению с контрольной группой. В отношении идентифицированных пептидергических нейронов 
V.D.1 и R.Pa.D.2 установлено разнонаправленное влияние глюкозы (10 ммоль/л) и инсулина (0,2 МЕ) – возрас-
тание (в 1,6 раза) и снижение (в 2,3 раза) частоты их импульсации соответственно. Действие указанных веществ 
инициирует появление синаптических входов на мембране нейрона R.Pa.D.1, свидетельствующих об активации 
кардиорегуляторного ритма в центральных нервных ганглиях Lymnaea. Предполагается, что колебания уровня 
глюкозы вовлечены в процессы нейрогенной кардиорегуляции у моллюсков.
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Increase in haemolymph glucose level (from 0,09 (0,08; 0,10) to 0,54 (0,44; 0,69) mmol/L) and intracavitary injection 
of insulin (0,05 IU/g) results in 10 –20 % growth of heart rate in comparison with control group. Multidirectional effects 
of glucose (10 mmol/L) and insulin (0,2 IU) – 1,6-time increase and 2,3-time decrease of firing rate respectively, were ob-
served in identified peptide-containing neurons V.D.1 and R.Pa.D.2. Both these substances initiate the appearance of synap
tic inputs on the membrane of the R.Pa.D.1 neuron, being the evidence of the central cardioregulatory rhythm activation 
within CNS of Lymnaea. It is assumed that shifts of glucose level are involved in neuronal cardioregulation in molluscs.
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Введение
Пептидергический контроль играет важную роль в регуляции работы висцеральных систем у по-

звоночных и беспозвоночных [1]. Известно о существовании более 100 физиологически активных пеп-
тидов, число которых продолжает увеличиваться, а многие, будучи изначально идентифицированными 
на периферии, обладают выраженным нейротропным действием, т. е. относятся к нейропептидам. Од-
ним из них является инсулин, действие которого опосредуется активацией специфических рецепторов 
тирозинкиназного типа, что предполагает широкую диверсификацию такого сигнала на внутриклеточ-
ном уровне, а следовательно, и самые различные проявления его (инсулина) эффектов [2]. Поскольку 
выброс инсулина происходит при изменении глюкозного гомеостазиса, возрастание уровня глюкозы во 
внутренней среде можно рассматривать в качестве пускового сигнала модификации комплекса физио-
логических функций, в том числе и на нейронном уровне.

В центральных нервных ганглиях (т. е. в ЦНС) пресноводного моллюска Lymnaea stagnalis ряд 
крупных пептидсодержащих клеток (нейроны R.Pа.D.1 и клетки пары V.D.1 и R.Pa.D.2) вовлечены 
в регуляцию сердечной деятельности [3]. Ее активность, определяющая формирование гидроскелета 
и, следовательно, работы всей мышечной системы, является одной из причин установления нового 
физиологического статуса организма (включая степень выраженности оборонительного, локомоторно-
го и дыхательного поведения), в том числе и в зависимости от степени активации пищедобычи [4], т. е. 
при модификации уровня глюкозы в гемолимфе [5].

Тем не менее механизмы нейрогенной регуляции и модуляции работы сердца, опосредующие реа-
лизацию сердечных рефлексов, остаются относительно неполно исследованными, особенно в сравни-
тельно-физиологическом аспекте. В этой связи цель данной работы – изучить быстрые нейротропные 
эффекты инсулина и высоких концентраций глюкозы на электрические характеристики ряда нейронов 
кардиореспираторной сети Lymnaea stagnalis.

Материалы и методы исследования
В работе использовали моллюсков (Lymnaea stagnalis) лабораторного разведения, обладающих слабо

пигментированной раковиной. Их содержали в аквариумах (на каждую особь приходилось не менее 1 л 
воды) при температуре 20 ± 1 °С. Смену воды проводили каждую неделю. Пищей служили листья салата 
(питание ad libitum). Опыты проводились на животных одинакового размерного класса с высотой ракови-
ны от 2,5 до 3 см и массой 1,0 ± 0,2 г.

Электрофизиологические исследования. Эксперименты были выполнены на препаратах изолиро-
ванной ЦНС. Нейроны R.Pа.D.1 и клетки пары V.D.1 и R.Pa.D.2 идентифицировали по расположению 
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в пределах ЦНС, размеру и окраске сомы. Для размягчения периневральной оболочки и облегчения 
проникновения микроэлектродов в нейроны препараты предварительно обрабатывали раствором про-
назы (Protease E, type XIV, Sigma, США) в концентрации 1 мг/мл, приготовленным на нормальном фи-
зиологическом растворе для Lymnaea stagnalis в течение 5 мин при температуре 20 °С. Электрическую 
активность нейронов регистрировали после промывки обработанного препарата свежим физиологиче-
ским раствором в течение 30 мин. Препараты ЦНС помещали в нормальный физиологический раствор 
состава (концентрация указана в миллимолях): NaCl – 44,0; KCl – 1,7; CaCl2 – 4,0; MgCl2 ⋅ 6 H2O – 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 (ООО «Линтех», 
Беларусь). Микропипетки заполняли 2,5-молярным раствором KCl (сопротивление микроэлектрода 
составляло 10 –20 МОм). В качестве индифферентного электрода использовали хлорированную се
ребряную проволоку. Частотные характеристики спонтанной импульсной активности определяли для 
последовательных 30-секундных участков нейронограммы общей длительностью 6 мин, записанные 
с шагом квантования 5 мс и обработанные при помощи специальной программы электронного осцил-
лографа InputWin [6] или записанные на ленте чернильного самописца.

Исследование сердечной деятельности, использованные вещества и их аппликация. Моллю-
сков помещали в освещенную чашку Петри, что позволяло рассмотреть механическую работу внут
ренних органов через слабопигментированную раковину, и при помощи бинокулярной лупы (× 10) ви-
зуально наблюдали за работой сердца, подсчитывая число сокращений.

Для создания гипергликемии моллюсков опытной группы помещали в высококонцентрированный 
(100 ммоль/л) раствор глюкозы на 2 ч, а животные контрольной группы в это время находились в равно-
великих по объему аквариумах с «чистой» (отстоявшейся водопроводной) водой [7]. Оценку частоты 
сердечных сокращений (ЧСС) проводили сразу после окончания инкубации, а затем умеренной так-
тильной стимуляцией подошвы ноги моллюска вызывали реакцию полного втягивания тела в раковину, 
инициируя выброс части гемолимфы для последующего определения концентрации глюкозы глюкозо-
оксидазным методом (набор реагентов «Анализ Х», Беларусь). Оптическую плотность измеряли при 
длине волны 520 нм (длина оптического пути 1 см) и температуре 20 °С посредством спектрофото
метра Cary 50 (Variant Inc., Австралия). Объем материала для анализа составил 100 мкл, инкубация 
с реагентом (1 мл) длилась 30 мин. В качестве стандарта использовали 100 мкл свежеприготовленного 
1 ммоль/л раствора глюкозы.

Инъекцию инсулина (свиной, высокоочищенный; РУП «Белмедпрепараты», Беларусь) в дозе 0,05 МЕ/г 
массы тела (расчетная конечная концентрация 7,028 ⋅ 10–7 моль/л) проводили в полость цефалопедаль-
ного синуса моллюсков при помощи инсулинового шприца в объеме 50 мкл. Контрольная группа полу-
чала инъекцию равновеликого по объему нормального физиологического раствора. Оценку ЧСС прово-
дили через 10 мин после указанной процедуры. Аппликацию инсулина осуществляли на поверхность 
ЦНС в конечных концентрациях 0,02 МЕ (расчетная концентрация 7,028 ⋅ 10–7 моль/л) и 0,2 МЕ (рас-
четная концентрация 7,028 ⋅ 10– 6 моль/л), аппликацию глюкозы – в концентрациях 1 и 10 ммоль/л после 
предварительной контрольной 2-минутной регистрации электрической активности. Оценку изменений 
частоты импульсации нейронов проводили в течение первых 30 с, на 2-й и 4-й минутах после нанесе-
ния веществ.

Статистическая обработка. Экспериментальные данные обрабатывали общепринятыми методами 
медико-биологической статистики [8]. Нормальность распределения для каждого ряда данных пред-
варительно оценивали при помощи W-теста Шапиро – Уилка. В случае подтверждения нормальности 
распределения сравниваемых показателей (оценка ЧСС) использовали параметрические методы оцен-
ки (t-критерий Стьюдента для независимых пар). Если нормальность распределения показателей не 
была подтверждена для всех без исключения групп данных (импульсация нервных клеток, уровень 
глюкозы в гемолимфе), использовали непараметрические методы: ранговый дисперсионный анализ 
(FriedmanANOVA ), множественное (критерий Уилкоксона, z) и попарное (U-критерий Манна – Уитни, z) 
сравнение для зависимых и независимых выборок соответственно. В случае нормального распреде-
ления данные представлялись в виде «среднее ± ошибка среднего», а при его непараметрическом ха-
рактере – как медиана (25-й процентиль; 75-й процентиль). Число наблюдений n указано для каждого 
массива данных отдельно. Данные обрабатывали посредством программы Statistica 6.0. Достоверными 
считались результаты при уровне значимости p ≤ 0,05.

Результаты исследований и их обсуждение
Инкубация животных в  высококонцентрированном растворе глюкозы вызывает умеренное 

(в 1,1 раза), но статистически значимое возрастание ЧСС у моллюсков опытной группы по сравнению 
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с контрольной (рис. 1, а), что ассоциируется с многократным (в 6 раз) увеличением концентрации 
глюкозы в их гемолимфе – с 0,09 (0,08; 0,10) до 0,54 (0,44; 0,69) ммоль/л соответственно (z = 3,75; 
p = 0,000 2, критерий Манна – Уитни). Инъекция инсулина приводит к схожим по направленности 
изменениям ЧСС – к 1,2-кратному статистически достоверному ее возрастанию по сравнению с кон-
тролем (рис. 1, б ).

Нейротропные влияния были отмечены как для глюкозы, так и для растворов инсулина. В ходе пер-
вичных экспериментов было установлено, что приложение рассматриваемых веществ в концентрации 
1 ммоль/л (глюкоза) и 0,02 МЕ (инсулин) не вызывает видимых быстрых (непосредственно сразу и(или) 
в течение нескольких последующих после аппликации минут) изменений характеристик электрической 
активности нейронов пары V.D.1 и R.Pa.D.2 (n = 4 для каждой клетки) и клетки R.Pa.D.1 (n = 4). Десяти-
кратное увеличение действующих концентраций глюкозы и инсулина влечет незамедлительную реак-
цию со стороны исследованных клеток.

В отношении пары V.D.1 и R.Pa.D.2 добавление глюкозы приводит к быстрому (уже в течение 30 с 
после аппликации) 1,6-кратному статистически значимому (z = 2,02; p = 0,0431) увеличению частоты 
импульсации, происходящей на фоне прогрессирующей умеренной деполяризации (на 5–10 мВ) мемб
раны клеток. Наблюдаемые различия имели статистическую достоверность и в последующие периоды 
наблюдения – на 2-й и 4-й минутах (z = 2,52; p = 0,0117 для обеих групп данных) – по-прежнему сохра-
няли повышенные по сравнению с контролем значения (рис. 2, а, и рис. 3).

Аппликация инсулина на поверхность центральных ганглиев вызывала эффекты противополож-
ной направленности в отношении частотных характеристик нейронов V.D.1 и R.Pa.D.2. В частности, 
согласно данным дисперсионного анализа, речь идет о прогрессивном снижении частоты генерации 
потенциалов действия, отмечаемом на фоне быстрой деполяризации мембран, которая наблюдалась 
уже в течение первых 30 с после добавления препарата (на 5,2 ± 1,8 мВ) и достигала в последующем 
11,0 ± 3,1 мВ. Статистически значимые изменения частоты отмечены на 2-й и 4-й минутах наблюдения 
(z = 2,38; p = 0,0173 и z = 1,99; p = 0,0464 соответственно), когда спайковая активность снижалась более 
чем в 2 раза по сравнению с исходной (контрольной) величиной (рис. 2, б, и рис. 3).

В двух из девяти препаратов было зарегистрировано полное прекращение импульсации V.D.1 и R.Pa.D.2, 
хотя отмывание препарата ЦНС нормальным физиологическим раствором приводило к частичному вос-
становлению исходной спайковой активности (рис. 4).

Рис. 1. Частота сердечных сокращений Lymnaea stagnalis в условиях  
экспериментальной гипергликемии (а) и после введения инсулина (б ). 

Представлены среднее значение показателя (числа над столбиками)  
и ошибка среднего (планки погрешностей). Квадратная скобка и астериск отмечают  

статистически достоверные пары сравнения, для которых даны значения  
t-критерия Стьюдента и соответствующего ему уровня значимости p

Fig. 1. Heart rate of Lymnaea stagnalis at conditions of experimental hyperglycemia (a)  
and after insulin injection (b). Experimental meaning – numbers above the columns (mean)  
and error bars (mean error). Bracket and asterisk – significant for the experimental groups.  

Student’s t-test meaning and corresponding significance level ( p) are presented
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Рис. 2. Частота генерации потенциалов действия парой электрически связанных нейронов V.D.1 и R.Pa.D.2  
нервной системы Lymnaea stagnalis при действии глюкозы (а) и инсулина (б ). 

Представлены медиана показателя (числа рядом с точками графика)  
и интерквартильный размах (планки погрешностей).  

Астериск указывает на статистически значимые ( p < 0,05)  
массивы данных по сравнению с контролем (парный критерий Уилкоксона).  

Приведено число наблюдений (n) для каждого временного периода,  
значение критерия Фридмана (FANOVA) и соответствующего ему уровня значимости ( p)

Fig. 2. Action potentials frequency in electrically coupled neurons V.D.1 and R.Pa.D.2  
within CNS of Lymnaea stagnalis in response to glucose (a) or insulin (b) bath application. 

Experimental meaning – numbers near dots (median) and error bars (lower and upper quartiles).  
Asterisk is significant ( p < 0,05) for the data in comparison with control (Wilcoxon matched pairs test).  

Number of observations (n) for each period of time, the Friedman ANOVA by ranks test (FANOVA )  
and the corresponding significance level ( p) are presented

Рис. 3. Электрическая активность нейронов R.Pа.D.1 и R.Pa.D.2 в условиях действия глюкозы:  
а – контроль; б (продолжение регистрации) – на 4-й минуте после аппликации глюкозы (10 ммоль/л).  

Одновременная регистрация R.Pа.D.1 (верхняя линия записи) и R.Pа.D.2 (нижняя линия записи).  
Калибровка: 2,5 с (по времени), 50 мВ (по амплитуде)

Fig. 3. Electrical activity of R.Pа.D.1 and R.Pa.D.2 after glucose bath application:  
а – control conditions; b (continuous registration) – on the 4th minute after glucose application.  

Simultaneous recording: R.Pа.D.1 – top trace, R.Pа.D.2 – bottom trace.  
Calibration: 2.5 s (time), 50 mV (amplitude)
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В случаях с нейроном R.Pa.D.1 при наличии у данной клетки исходной спонтанной электриче-
ской активности (ситуация, характерная для половины исследованных препаратов ЦНС) апплика-
ции глюкозы или инсулина не приводили к статистически значимому, согласно данным дисперсион-
ного анализа, изменению частоты импульсации или мембранного потенциала R.Pa.D.1 (рис. 5). Тем 
не менее нанесение указанных веществ ассоциируется с появлением регистрируемых на мембране 
этой клетки внешних синаптических входов (притоков), что сопровождалось генерацией серии им-
пульсов в случае исходно молчащих структур (добавление инсулина, см. рис. 4) на фоне умеренной 
(около 5 мВ) деполяризации клетки (нейрон переходит на фазовый режим электрической актив
ности). 

Рис. 4. Влияние инсулина на спонтанную электрическую активность (а – г) нейронов V.D.1 и R.Pа.D.1. 
Одновременная регистрация V.D.1 (верхняя линия записи) и R.Pa.D.1 (нижняя линия записи).  

Момент аппликации инсулина отмечен стрелкой. Части в и г – через 5 мин после начала отмывки препарата.  
Пунктирная линия приведена для наглядности изменения уровня мембранного потенциала. 

Калибровка: 5,5 с (по времени), 70 мВ (по амплитуде)
Fig. 4. Insulin action on spontaneous electrical activity (a – d) of the V.D.1 and R.Pа.D.1 neurons. 

Simultaneous recording: V.D.1 – top trace, R.Pa.D.1 – bottom trace.  
Insulin application is marked by an arrow. Parts с and d – 5 min after washing.  
Dashed line is presented for visualization of membrane potential level changes. 

Calibration: 5.5 s (time), 70 mV (amplitude)
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При аппликации глюкозы указанный эффект отмечен и для спонтанно активных нейронов. Он со-
провождается появлением высокоамплитудных спайков при суммации амплитуд синаптического по-
тенциала и собственного потенциала действия друг с другом (рис. 6).

У легочных моллюсков сердце относится к камерному типу, состоит из предсердия и желудочка, обе-
спечивает продвижение крови по системе капилляров висцеральной массы и крыши мантийной полости 
(легкого), а также создание гидроскелета [9]. Несмотря на миогенную природу сердечной автоматии, коор
динация ритмов предсердия и желудочка осуществляется также посредством нервных влияний. Кардио
регуляторные клетки найдены у целого ряда наземных легочных моллюсков: Helix pomatia, Achatina fuli­
ca, Limax maximus, Lymnaea stagnalis [3].

В нервной системе прудовика известные к настоящему времени «сердечные» нейроны сосредото-
чены в пределах правого париетального и висцерального ганглиев [9]. Для R.Pa.D.1 отмечена синхро-
низация пачек его потенциалов действия с систолой сердца, а отдельные спайки и(или) постсинап-
тические потенциалы синхронизованы с  отдельными постсинаптическими потенциалами в  сердце, 
однако прямая стимуляция данного нейрона не влияет на работу сердца. Это указывает на взаимосвязь 
R.Pa.D.1 с истинным эндогенным нейронным генератором в ЦНС Lymnaea, активация которого при-
водит к навязыванию ритма сердечных сокращений [9; 10]. С этих позиций появление синаптических 
входов на мембране R.Pa.D.1 при аппликации глюкозы и инсулина можно рассматривать как отра-
жение стимулирующего влияния данных веществ в отношении истинных активирующих нейронов 

Рис. 6. Электрическая активность нейрона R.Pа.D.1 в условиях действия глюкозы: 
1 – синаптические входы (возбуждающие постсинаптические потенциалы); 

2 – высокоамплитудный спайк. Калибровка: 1 с (по времени), 25 мВ (по амплитуде)
Fig. 6. Electrical activity of R.Pа.D.1 neuron after glucose bath application: 

1 – synaptic inputs (excitatory postsynaptic potentials); 
2 – high-amplitude spike. Calibration: 1 s (time), 25 mV (amplitude)

Рис. 5. Частота генерации потенциалов действия нейроном R.Pa.D.1  
нервной системы Lymnaea stagnalis при действии глюкозы (а) и инсулина (б ). 

Представлены медиана показателя (числа рядом с точками графика) и интерквартильный размах  
(планки погрешностей). Приведены число наблюдений (n) для каждого временного периода,  

значения критерия Фридмана (FANOVA ) и соответствующего ему уровня значимости ( p)
Fig. 5. Action potentials frequency in neuron R.Pa.D.1 within CNS of Lymnaea stagnalis  

in response to glucose (a) or insulin (b) bath application. 
Experimental meaning – numbers near dots (median) and error bars (lower and upper quartiles).  

Number of observations (n) for each period of time, the Friedman ANOVA by ranks  
test (FANOVA ) and the corresponding significance level ( p) are presented
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сердца, приводящего к увеличению ЧСС, что подтверждено в ходе прямых наблюдений (см. рис. 1). 
Однонаправленность таких изменений может быть связана с индукцией выброса инсулинподобных 
пептидов (molluscan insulin-related peptide) в  ответ на возрастание концентрации глюкозы в  гемо
лимфе, выступающей также в качестве самостоятельного сигнального агента. Основным источни-
ком указанных пептидов у  Lymnaea stagnalis являются нейроэндокринные светло-зеленые клетки 
(light-green cells) [11], четыре кластера которых включают около 150 пептидсодержащих нейронов. 
Усиление электрической активности таких нейронов и увеличение выброса нейромедиатора в об-
разованных синаптических контактах зависят от поступления глюкозы в клетки за счет активации 
электрогенного Na+-глюкозного транспортера [12]. Кроме того, нельзя исключить и прямого влия-
ния рассматриваемых веществ (глюкоза, инсулин) в отношении сердца моллюсков. На это косвенно 
указывает факт увеличения ЧСС при действии глюкозы и инсулина в интактном организме в дозах, 
которые на порядок меньше доз, опосредующих нейротропные эффекты в препаратах изолирован-
ной ЦНС.

Электрически связанные нейроны V.D.1 и R.Pa.D.2 относятся к пептидсодержащим клеткам, вы-
деляющим комплекс нейропептидов (более 10 форм), которые синтезируются благодаря альтерна-
тивному сплайсингу мРНК  [13]. Некоторые из них схожи с пептидом альфа-1 нейрона R15 Aplysia, 
стимулирующим сокращение сердца этого моллюска [14; 15], а отростки V.D.1 и R.Pa.D.2 обнаруже-
ны в предсердии у прудовика [16]. Эффекты приложения глюкозы и инсулина к этим клеткам носят 
разнонаправленный характер, что может отражать полимодальность и полифункциональность данной 
пары нейронов. Известно, что они вовлечены в регуляцию активности дыхательной сети легочной 
респирации и связанных с ней органов дыхания [4; 17], ультрафильтрации, а следовательно, участвуют 
в поддержании водного обмена. Его уровень у Lymnaea чрезвычайно высок [18] и лежит в основе од-
ного из механизмов поддержания гомеостаза внутренней среды при накоплении в ней тех или иных 
продуктов (например, глюкозы при инициации и  усилении потребления пищи)  [5]. В  свою очередь 
изменения в работе сердца являются основополагающими для формирования гидроскелета [9], опре-
деляющего движения тела моллюсков и обслуживающего проявления моторных форм жизнедеятель-
ности. Например, известно, что температура, действие которой приводит к изменению ЧСС и у пру-
довика  [19], выраженно модифицирует другие виды его активности, связанные с движением стенки 
тела, – локомоцию [20] и оборонительные реакции [21]. Такие реакции требуют тонкой кардиорегуля-
торной составляющей, которая не может быть сведена исключительно к on- или off-ответу со стороны 
V.D.1 и R.Pa.D.2. При этом их разнонаправленность, как в случае с реакциями на приложение глюкозы 
и инсулина, существенно повышает степень свободы этих клеток и число возможных регуляторных 
схем в ответ на действие нейротропного агента (например, ингибирование эффектов гипергликемии, 
в том числе напрямую не связанных с ее кардиостимулирующим действием, под влиянием инсулин
подобных пептидов).

Таким образом, изменение глюкозного гомеостаза выступает триггером ответных реакций со сто-
роны центральных нейронов Lymnaea stagnalis за счет как прямого действия глюкозы, так и опосредо-
ванного продукцией инсулинподобных пептидов, изменения электрической активности полифункцио-
нальных клеток кардиорегуляторной сети ЦНС.
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