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С использованием флуоресцентного зонда 2′,7′-дихлородигидрофлуоресцеин диацетата оценен характер на-
копления активных форм кислорода (АФК) в первичной культуре (72 и 144 ч) нейронов центральных ганглиев 
моллюска Lymnaea stagnalis в условиях острого, индуцированного окислительного стресса. Установлено, что клет-
ки большего размера накапливают большее количество АФК, тогда как высокие значения относительной (на еди-
ницу площади) флуоресценции, свидетельствующие о  возрастании количества АФК, приходящихся на единицу 
внутриклеточного пространства, характерны для более мелких нейронов 72-часовой культуры. Изменения относи-
тельной флуоресценции в нейронах 72- и 144-часовой культур с течением времени приобретают отличный друг от 
друга характер: для более возрастной культуры отмечена отрицательная, статистически достоверная взаимосвязь 
(R = – 0,31), а в отношении клеток 72 ч культивирования статистически достоверной корреляции выявлено не 
было (R = 0,12). Предполагается, что обнаруженная взаимосвязь между размером (формой) нейрона и его спо-
собностью противостоять накоплению АФК в цитозоле указывает на различия в резистентности нейронов ЦНС 
к окислительному повреждению в зависимости от их позиции в нейронной сети, обеспечивая тем самым избира-
тельную устойчивость нейронных функций в условиях окислительного стресса.
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A fluorescent dye 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate was used to characterize an accumulation of reactive 
oxygen species (ROS) in the primary culture (72 and 144 h) of neurons of the central ganglia of the mollusc Lymnaea 
stagnalis under conditions of acute, induced oxidative stress. It was found that larger cells accumulate a greater amount 
of ROS. High values of the relative (per unit area) fluorescence, indicating an increase in the amount of ROS per unit of 
intracellular space, are characteristic of smaller neurons of 72-hour culture. Changes in relative fluorescence over time 
are different from each other in neurons of 72- and 144-hour cultures. For an older culture, a negative, statistically sig-
nificant relationship was noted (R = – 0.31), and for cells of 72 h of cultivation, a statistically significant correlation was 
not found (R = 0.12). It is assumed that the discovered relationship between the size (shape) of a neuron and its ability to 
resist the accumulation of ROS in the cytosol indicates differences in the resistance of CNS neurons to oxidative damage 
depending on their place and position in the neural network, thereby ensuring the selective stability of neuronal functions 
under conditions of oxidative stress.
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Введение
Активные формы кислорода  (АФК) определяют течение целого спектра физиологических  [1] 

и патофизиологических [2] процессов. Возрастание интенсивности окислительного фосфорилирова-
ния в электронтранспортной цепи митохондрий приводит к увеличению внутриклеточной концентра-
ции АФК, являющихся побочным продуктом (супероксид-анион,  •О2

–) данного процесса [3]. Высокая 
скорость потребления кислорода особенно характерна для клеток нервной ткани [4], а благодаря насы-
щенности синаптических окончаний митохондриями формируются дополнительные сайты, обеспечи-
вающие продукцию АФК [5]. В результате такое широкое присутствие АФК в нейронах позволяет им 
выступать (в субтоксических концентрациях) в качестве передатчика процессов внутриклеточной сиг-
нализации [6; 7], а с учетом относительно высокой проницаемости для них клеточных мембран – и в ка-
честве агента межклеточной коммуникации [8; 9], модифицируя тем самым функциональную активность 
нервных клеток [10]. Физиологические эффекты АФК на субклеточном уровне, включая модуляцию 
экспрессии генов, преимущественно опосредованы Ca2+-зависимыми путями внутриклеточной сигна-
лизации и фосфорилированием белков [7]. Очевидно, что адекватное использование АФК в качестве 
сигнальных молекул невозможно без развитой системы антиокислительной защиты (супероксиддис-
мутаза, каталаза, глутатионпероксидазы, водо- и жирорастворимые низкомолекулярные антиоксиданты), 
предотвращающей неконтролируемое повышение уровня свободных радикалов в клетке, которое может 
привести к ее гибели в ходе некроза или апоптоза [11]. Нейроны относительно чувствительны к окис-
лительному стрессу [12], что лишний раз указывает на сигнальную роль АФК в нервной ткани [13]. 
С другой стороны, такая «уязвимость» к действию достаточно обычного компонента внутренней среды 
создает комплекс проблем для всего организма, принимая во внимание ведущую роль нервной системы 
в управлении его функциями и практическую невозможность или, по крайней мере, сильную ограни-
ченность способности нейронов к восстановлению своего исходного числа посредством клеточных 
делений в ходе взрослого (adult) нейрогенеза.

Нервные клетки беспозвоночных характеризуются высокой степенью устойчивости к действию раз-
личных химических и физико-химических факторов [14; 15]. Вместе с тем по своим функциональным 
характеристикам, связанным со способностью к генерации, проведению и интеграции электрических 
сигналов, они демонстрируют поразительное сходство с нейронами высших позвоночных. Очевидно, 
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что понимание клеточных механизмов, определяющих такую резистентность, может быть использовано 
при разработке различных нейропротекторных средств, существенно повышающих вероятность нор-
мального функционирования мозга в условиях стресса различного происхождения, в том числе и окис-
лительного. Кроме того, нейроны беспозвоночных не уступают в разнообразии своих характеристик 
(морфологических, электрофизиологических, нейромедиаторных и т. п.) нервным клеткам позвоноч
ных [16]. Идентификация (соотнесение той или иной клетки с позицией, занимаемой в нейронной сети, 
ее химизмом и системой связи с другими клетками) центральных нейронов массово применяется в от-
ношении центральной нервной системы (ЦНС) ряда беспозвоночных, выступающих в роли модельных 
объектов нейробиологических исследований, включая и пресноводного легочного моллюска Lymnaea 
stagnalis (прудовик обыкновенный)  [14]. Она также открывает перспективы для анализа взаимосвя-
зи между различными морфофункциональными характеристиками нейронов. В  частности, крупные 
(диаметр сомы свыше 100 мкм) нейроны центрального кольца ганглиев L. stagnalis – это в основном 
вставочные нейроны, в то время как мелкие (40–60 мкм) клетки относятся к двигательным [17], хотя 
такую зависимость нельзя считать универсальной даже для этого вида. В ганглиях, управляющих ра-
ботой мышц буккальной массы, обеспечивающей движения радулы при пищедобыче, наиболее круп-
ные клетки представлены мотонейронами [18]. Размеры клеток изменяются и в ходе онтогенеза: одни 
и те же нейроны у молодых животных характеризуются существенно меньшим диаметром сомы и более 
низкой степенью ветвления отростков по сравнению с клетками ЦНС более возрастных животных [19]. 
Однако, в какой степени размеры нейронов связаны с возможностью противостоять окислительному 
стрессу (и связаны ли вообще), отличается ли характер реакции клеток в условиях окислительного 
стресса в зависимости от их функциональных свойств, до конца не установлено.

Таким образом, целью данной работы было оценить взаимосвязь между морфологическими харак-
теристиками (размером) и  возрастом культивируемых нейронов моллюска L.  stagnalis и  их способ-
ностью накапливать и сохранять в цитоплазме АФК в условиях индуцированного кратковременного 
окислительного стресса.

Материалы и методы исследования
В работе использовали моллюсков L. stagnalis лабораторного разведения с высотой раковины от 3,5 

до 4,0 см и массой (3,0 ± 0,5) г. В лаборатории их содержали в аквариумах (на каждую особь прихо-
дилось не менее 1 л воды) при температуре (20 ± 1) °С. Смену воды осуществляли каждую неделю. 
Пищей служили листья салата (питание ad libitum).

Первичная культура нервных клеток. Первоначально удаляли раковину животного и произво-
дили разрез стенки тела, края разреза отводили и закрепляли с помощью препаровальных игл, после 
чего перерезали пищевод и протоки слюнных желез, а также все отходящие от ЦНС нервы и помещали 
изолированное таким образом центральное кольцо ганглиев в нормальный раствор Рингера (1 ЦНС на 
1 мл раствора). Дальнейшие манипуляции с полученными препаратами ЦНС проводили в пределах 
ламинар-бокса. Сначала каждый препарат 30 с промывали в стерильном растворе Рингера (NaCl – 44,0; 
KCl – 1,7; CaCl2 – 4,0; MgCl2 ⋅ 6H2O – 1,5; HEPES – 10,0 ммоль/л, pH 7,60 ± 0,05) с добавлением анти-
биотика (смесь пенициллина и стрептомицина, 100 мкг/мл) в 4-кратной повторности, каждый раз ис-
пользуя новые стерильные эппендорфы со свежим раствором и стерилизуя держатель ЦНС (загнутая 
иголка) в пламени спиртовки. После этого с помощью стерильных пинцетов разрывали соединительно
тканную оболочку ганглиев, механически высвобождая содержащиеся в них нейроны, и получали сус
пензию клеток в стерильном физиологическом растворе объемом 100 мкл (для 1 ЦНС). Полученную 
суспензию нейронов переносили в содержащие специальную среду чашки Петри и оставляли в темноте 
при температуре (20 ± 1) °С. Дальнейшие исследования выполнены на клетках 72- или 144-часовой 
(3 и 6 сут соответственно) культуры.

Подготовка чашек Петри, используемые растворы и среды. Дно стерильных пластиковых ча-
шек Петри размером 35 × 10 мм (Sarstedt Group, Германия) предварительно полностью покрывали 
0,1 % раствором поли-L-лизина (Sigma-Aldrich, США). По прошествии 24 ч остатки раствора слива-
ли и дважды промывали чашки дистиллированной водой. Затем поверхность дна обрабатывали рас-
твором антибиотика (100 мкг/мл) в течение 1,5 ч, после чего его сливали и дважды промывали чашки 
дистиллированной водой. Далее чашки оставляли в ламинар-боксе при включенном ультрафиоле-
те на 15 мин, подсушивая покрытую поли-L-лизином поверхность. Подготовленные чашки Петри 
(по [20] с модификациями) использовали для культивирования клеток не ранее чем через 3 сут после 
обработки.

Для культивирования клеток нервной системы L. stagnalis применяли модифицированную среду 
следующего состава: 50  %  – среда Лейбовица L-15 (L5520 без глутамина, Sigma-Aldrich), 25  %  – 
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концентрированный (×4), за исключением NaCl, нормальный раствор Рингера (NaCl – 79,9; KCl – 6,7; 
CaCl2 – 11,02; MgCl2 ⋅ 6H2O – 6,0; HEPES – 40,0 ммоль/л, рН 7,60 ± 0,05), 25 % – дистиллированная 
вода (по [20; 21] с модификациями). Дополнительно в среду добавляли 50 мкг/мл смеси антибиотиков 
(пенициллин и стрептомицин), 300 мг/мл глутамина и 0,3 ммоль/л глюкозы (конечная концентрация). 
Отсутствие в среде культивирования различных ростовых факторов компенсировали за счет исполь-
зования кондиционированной среды (по [21] с модификациями). Для ее подготовки выделяли ЦНС по 
описанной выше методике и помещали их (не разрывая соединительнотканную оболочку ганглиев) 
в нормальную культуральную жидкость (см. выше) из расчета 4 ЦНС на 5 мл среды (всего 4 пробирки) 
на срок 72 ч при постоянном перемешивании и комнатной температуре ((20 ± 1) °С). По окончании 
инкубации среду пропускали через антибактериальный фильтр, замораживали (–18 °С), используя по 
мере необходимости. Общий объем культуральной среды на 1 чашку Петри – 2 мл, из которых 1,8 мл при-
ходится на нормальную, а 0,2 мл – на кондиционированную среду.

Оценка накопления АФК, получение и анализ изображений. Для оценки накопления АФК в цито-
плазме использовали флуоресцентный краситель 2′,7′-дихлородигидрофлуоресцеин диацетат (DCFDA, 
lex = 501 нм, lem = 525 нм (максимумы), Sigma-Aldrich) в конечной концентрации 10 мкмоль/л. Зонд 
добавляли непосредственно к культуральной среде в чашки Петри, выдерживая их в темноте в тече-
ние 1 ч. По окончании инкубации среду с содержащимся в ней зондом удаляли, а чашки Петри с на-
ходящимися на подложке клетками дважды промывали свежим раствором Рингера (2 мл в течение 
5 мин), после чего добавляли новую порцию раствора Рингера (2 мл), закрывали чашку металлической 
фольгой и использовали для последующего микроскопического исследования. Генерацию АФК в среде 
инкубации инициировали добавлением 1 ммоль/л перекиси водорода (конечная концентрация) к на-
ходящемуся в чашке Петри раствору Рингера, в который предварительно (за 15 мин) были добавлены 
FeSO4 ⋅ 7 Н2О и ЭДТА (оба в конечной концентрации 10 мкмоль/л). Оценку динамики накопления АФК 
проводили в первые 20 мин наблюдения, до стабилизации уровня флуоресценции. Оценку остаточной 
флуоресценции осуществляли не ранее чем через 30 мин после добавления пероксида водорода в тече-
ние последующих 1–2 ч наблюдения.

Клетки анализировали с помощью инвертированного эпифлуоресцентного микроскопа Nikon Eclipse 
TS100F (входящий фильтр lex = 450 – 490 нм, выходящий фильтр lem = 680 нм, дихроматическое зеркало – 
505 нм) при 40-кратном увеличении объектива. Для последующей обработки и анализа полученных 
изображений использовали программу ImageJ 1.50i (National Institute of Health, США). Определяли 
площадь клеток (оптическое изображение), интенсивность флуоресценции (флуоресцентное изобра-
жение) оценивали по условному показателю – интенсивности серого цвета, приходящегося на область 
изображения, соответствующую занимаемому клеткой участку. Ввиду шумовой флуоресценции фона 
(подложки или раствора со следами зонда) на каждом изображении оценивали интенсивность серого 
цвета фона для пяти площадок, по площади соответствующих оптическому изображению клетки. По-
лученное среднее значение вычиталось из оцененной величины интенсивности для флуоресцентно-
го изображения клетки. Относительную флуоресценцию определяли в пересчете на единицу площади 
клетки (1 мкм 2 ). Калибровку полученных изображений выполняли с помощью объект-микрометра (цена 
деления 0,1 мм) и специальных возможностей программы ImageJ.

Статистическая обработка. Экспериментальные данные обрабатывали общепринятыми методами 
медико-биологической статистики [22]. Нормальность распределения для каждого ряда эксперимен-
тальных данных предварительно оценивали с помощью W-теста Шапиро – Уилка. Поскольку для ос-
новных исследованных показателей (площадь клеток, интенсивность флуоресценции) нормальность 
распределения не была подтверждена, использовали непараметрическую статистику. Данные представ-
лены в виде: медиана (верхний; нижний квартили). Для оценки взаимозависимости оцениваемых по-
казателей использовали коэффициент ранговой корреляции Спирмена  (R), для сравнения двух неза-
висимых групп применяли U-критерий Манна – Уитни (Mann – Whitney U-test, z), для множественного 
сравнения зависимых выборок – ранговый дисперсионный анализ (Friedman ANOVA). Число наблю-
дений (n) указано для каждой серии опытов отдельно. Данные обрабатывали посредством программы 
Statistica 6.0 (StatSoft Inc., США). Достоверными считались результаты при p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение
Динамика изменения относительной флуоресценции нейронов в краткосрочном периоде (20 мин 

после инициации реакции генерации АФК) представлена на рис. 1, а.
Первоначальное усиление интенсивности флуоресценции приходится на первые минуты после воз-

растания уровня АФК, а затем отмечается ее снижение, флуоресцентное свечение участков клетки ос
тается практически неизменным на протяжении дальнейшего периода наблюдения (см. рис. 1, б – ж).
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Рис. 1. Изменение флуоресценции культивируемых нейронов  
L. stagnalis после начала генерации АФК во внешней среде: 

а – изменение относительной флуоресценции клеток; б – ж – пример изменения флуоресценции  
в отдельных клетках (б – оптическое изображение; в, г, д, е, ж – флуоресцентное изображение,  

полученное через 1, 3, 6, 9 и 18 мин после инициации генерации АФК соответственно). 
Интенсивность флуоресценции в начальной точке времени (0 мин)  

условно принимали равной фоновой (не указано на графике). Калибровочная линия – 100 мкм
Fig. 1. Fluorescence in cultured L. stagnalis neurons after initiation of ROS generation: 

a – relative fluorescence of neurons; b – g – an example of fluorescence change  
in individual neurons (b – optical image; c, d, e, f, g – fluorescent image respectively  

obtained 1, 3, 6, 9 and 18 min after initiation of ROS generation). 
The fluorescence intensity at the initial time point (0 min) was conventionally assumed  

to be equal to the background one (not indicated in the graph). Calibration bar – 100 mm
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Установлено, что более крупные нейроны накапливают большее количество АФК. В частности, про-
веденный корреляционный анализ (рис. 2, а) выявил наличие относительно небольшой (R = 0,18), но 
статистически достоверной ( p = 0,021 6, t = 2,32 при n = 169) взаимосвязи между интенсивностью флуо
ресценции и размером клетки в отношении 72-часовой культуры клеток нервной системы L. stagna-
lis. Схожая тенденция была отмечена и для 144-часовой культуры: значение рангового коэффициента 
корреляции Спирмена (R) составило 0,31 ( p = 0,000 2, t = 3,81 при n = 139). Сравнение значений R для 
этих двух культур не дает оснований для вывода об их статистически значимых отличиях друг от друга 
( p = 0,231 8), что дополнительно подтверждает зависимость интенсивности флуоресценции от размера 
клеток для культур разного возраста. Вертикальное смещение линии тренда для 144-часовой культуры 
вверх по отношению к таковой для 72-часовой культуры (см. рис. 2, а) фактически отражает различия 
в размерах между нейронами этих двух культур и, следовательно, в интенсивности их флуоресценции. 
В частности, размер клеток 144-часовой культуры почти в 2 раза превышает аналогичный показатель 
для 72-часовой культуры (рис. 3, а). В то же время различия в интенсивности абсолютной флуоресцен-
ции были не столь велики: в 1,6 раза выше у 144-часовой культуры по сравнению с нейронами 72 ч 
культивирования (см. рис. 3, б ).

Отличная ситуация складывается для относительной (на  единицу площади) флуоресценции 
(см. рис. 2, б ). Здесь речь идет о ее уменьшении при увеличении площади, занимаемой клеткой. Зависи-
мость носит достоверный характер как для 72-часовой (R = – 0,84, p < 0,000 1, t = 20,01 при n = 169), так 
и для 144-часовой (R = – 0,76, p < 0,000 1, t = 13,64 при n = 139) культуры при статистически значимой 
( p = 0,049 7) разнице между определенными коэффициентами ранговой корреляции (R). Другими слова-
ми, речь идет о снижении количества АФК, приходящихся на единицу внутриклеточного пространства,  

Рис. 2. Зависимость флуоресценции культивируемых нейронов L. stagnalis от размера клетки: 
а – абсолютная флуоресценция; б – относительная флуоресценция. 

Представлены уравнения линий тренда (линейной (а) и степенной (б ))  
и величина достоверности аппроксимации (R2 )

Fig. 2. Fluorescence of cultured L. stagnalis neurons in dependence on cell size: 
a – absolute fluorescence; b – relative fluorescence. Equations of trend lines (linear (a) and power-law (b))  

and the value of the approximation reliability (R2 ) are presented
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у крупных клеток (рис. 4, в). При этом зависимость хорошо описывается степенной функцией, на что 
указывают относительно высокие (60  и  более) значения достоверности аппроксимации. Поскольку 
в пределах 144-часовой культуры отмечается увеличение площади клеток, неудивительно, что значения 
относительной флуоресценции, определенные для составляющих ее клеток, были в 1,4 раза ниже ана-
логичного показателя для нейронов 72 ч культивирования (см. рис. 3, в). Однако даже в случае пример-
но равной площади клеток в нейронах 72-часовой культуры интенсивность флуоресценции была выше 
(ср. рис. 4, а и б ).

Интересно, что изменения относительной флуоресценции с течением времени приобретают отличный 
(на основании сравнения коэффициентов ранговой корреляции R при p < 0,000 1) друг от друга характер 
в нейронах 72- и 144-часовой культур (рис. 5). Так, для клеток 72 ч культивирования не было обнаружено 
статистически достоверной корреляции между указанными показателями: R = 0,12, p = 0,091 0, t = 1,70 
при n = 177 (см. рис. 5, а). В то же время для более возрастной культуры была отмечена отрицательная, 
статистически достоверная взаимосвязь: R = – 0,31, p = 0,000 2, t = 3,84 при n = 142 (см. рис. 5, б ). Такая 
зависимость может указывать на снижение уровня АФК с течением времени в более зрелых нейро-
нах 144-часовой культуры при относительной сохранности содержания АФК в цитоплазме клеток 72 ч 
культивирования.

Размер и форма нервных клеток видятся критически значимыми для реализации ими своей важней-
шей функции – генерации, передачи и интеграции нервных импульсов. В частности, давно известно, что 
такие основополагающие характеристики нейрона, как входное электрическое сопротивление и емкость 
клетки, определяющие значения постоянных времени и длины, зависят от размера и пространственной 
геометрии нейроцита [23]: при одинаковой форме (например, сфера) у более мелких объектов входное 
сопротивление оказывается выше, а емкость ниже, чем у более крупных клеток. Принцип размера (size 
principle) [24], призванный объяснить различия в функциональных свойствах нейронов, впервые был от-
мечен в отношении нервных клеток спинного мозга: клетки малых размеров являются более возбудимы-
ми по сравнению с более крупными нейронами. Уже отмечалось, что с возрастом размеры нервных кле-
ток увеличиваются (характерно и для нейронов L. stagnalis). Диаметр сомы нейрона R.Pe.D.1 L. stagnalis 
значительно больше у животных старшей возрастной группы [19]. В результате у более мелких нейронов, 

Рис. 3. Площадь клетки (а), абсолютная (б ) и относительная (в) флуоресценция  
в культурах нейронов L. stagnalis разного возраста. 

Представлено значение показателя – числа рядом со столбиками диаграммы (медиана)  
и планки погрешностей (интерквартильный размах). Приведены число исследованных нейронов (n)  

для каждой серии опыта, значение U-критерия Манна – Уитни (z) и соответствующий ему уровень значимости ( p)
Fig. 3. Cell area (a), absolute (b) and relative (c) fluorescence in cultures  

of L. stagnalis neurons of different ages. Experimental meaning – numbers above  
the columns (median) and error bars (lower and upper quartiles). Number of observations (n) for each  

experimental group, meaning of Mann – Whitney U-test (z) and the corresponding significance level ( p) are presented
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характерных для молодых особей, повышается входное сопротивление, но снижаются постоянная вре-
мени мембраны и ток реобазы, что и является основанием для утверждения о возрастании их возбу-
димости [25]. Соответственно, в ходе нормального (физиологического) старения возбудимость клетки 
снижается.

Наблюдаемые нами различия в занимаемой клетками площади у нейронов 72- и 144-часовой куль-
тур могут быть связаны с тем, что при более продолжительном культивировании нейронов они плотнее 
примыкают к субстрату и, распластываясь, покрывают бóльшую поверхность подложки, т. е. округлая 
клетка принимает овальную форму при неизменности объема ее цитоплазмы. Однако тот факт, что зави-
симость интенсивности флуоресценции (абсолютной и относительной) от размера (площади) клетки 
была выявлена в популяции нейронов как 72-часовой, так и 144-часовой культуры (см. рис. 2), позво-
ляет утверждать, что содержание АФК в цитоплазме (количество и плотность) зависит от линейных 
размеров нейрона. Интересно, что клетки, обнаруживающие тенденцию к формированию отростков, 
более интенсивно накапливают АФК (см. рис. 4, г). Это может указывать на меньшую устойчивость 
к свободнорадикальному повреждению у интенсивно пролиферирующих нейронов ЦНС L. stagnalis 
по аналогии с известными фактами в отношении клеток других видов [26; 27]. Модификация формы, 
в том числе связанная с интенсификацией роста окончаний клетки, в большей мере присуща молодым 
(менее крупным) нейронам, именно для таких клеток выявлено большее относительное содержание 
АФК в цитоплазме (см. рис. 3, б). Интересно, что для клеток 144-часовой культуры отмечено снижение 
относительной флуоресценции с увеличением времени, прошедшего после инициации реакции гене-
рации АФК (использованная АФК-генерирующая смесь обеспечивает «пиковую» продукцию, преж
де всего гидроксильного радикала, преимущественно в первые 15 мин, утрачивая свои способности 
по наработке новых порций АФК к 30 мин после запуска), что может указывать на активность систем 

Рис. 4. Примеры флуоресценции клеток в культуре нейронов L. stagnalis  
после инициации генерации АФК во внешней среде: а – нейрон (72-часовая культура);  
б – нейрон (144-часовая культура); в – нейроны разных размеров (72-часовая культура);  

г – нейрон с формирующимся отростком (144-часовая культура). Все представленные фотографии  
для флуоресцентного изображения (справа) получены через 30 – 40 мин после инициации 

генерации АФК при одинаковом времени экспозиции (350 мс) и последующих одинаковых  
модификациях исходного изображения (яркость/контраст, насыщенность цвета) средствами  

графических программ. Калибровочная линия (100 мкм) дана для оптического изображения (слева)
Fig. 4. Examples of cell fluorescence in a culture of L. stagnalis neurons after initiation  

of ROS generation in the external environment: а – neuron (72-hour culture); b – neuron (144-hour culture);  
c – neurons of different sizes (72-hour culture); d – neuron with a developing process (144-hour culture). 

All fluorescent images (right) were obtained from 30 to 40 min after initiation of ROS generation  
with the same exposure time (350 ms) and subsequent identical modifications  

of the original image (brightness/contrast, color saturation) by means of special software.  
Calibration bar (100 mm) is given for the optical image (left)
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антиоксидантной защиты, лучше функционирующих в более зрелых нейронах, как ответ клетки на 
возрастание базального уровня свободных радикалов. В частности, в отношении гранулярных клеток 
мозжечка было показано [28], что при увеличении продолжительности культивирования повышается 
накопление АФК в клетке.

Различия в особенностях накопления и элиминации АФК, источником которых служат процессы, про-
текающие во внеклеточном пространстве, для клеток разного размера (формы) могут лежать в основе 
различий в устойчивости нейронов к окислительному стрессу в зависимости от их функциональных 
свойств. Известно, что в ЦНС L. stagnalis крупные интернейроны оказываются более устойчивыми 
(согласно данным электрофизиологии) к индуцированному окислительному стрессу по сравнению 
с мелкими мотонейронами [29], для которых характерно образование кластеров клеток [17]. Другими 
словами, полифункциональные клетки, к которым относятся вставочные нейроны, оказываются бо-
лее защищенными по сравнению со специализированными двигательными нейронами: даже потеря 
некоторых из них не будет столь критична для функционирования всей нейронной сети. Кроме того, 
использование функционально различными нейронами разных нейромедиаторов [16] открывает пер-
спективы для анализа устойчивости нервных клеток к окислительному повреждению в зависимости от 
их химической природы, что, однако, не входило в непосредственные задачи данной работы.

Таким образом, существует выраженная взаимосвязь между размером (формой) нейрона и его способ-
ностью противостоять накоплению АФК в цитозоле, что указывает на различия в резистентности нейронов 
ЦНС к окислительному повреждению в зависимости от их позиции в нейронной сети, обеспечивая тем 
самым избирательную устойчивость нейронных функций в условиях окислительного стресса.
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