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Аннотация

В статье представлены результаты исследования влияния повышения и понижения
внутриклеточной концентрации ионов Ca2+ на динамику мембранного и порогового
потенциалов командных нейронов виноградной улитки после обучения и формирова-
ния долговременной сенситизации. Установлено, что у интактных и обученных улиток
повышение внутриклеточной концентрации Ca2+ после добавления кофеина в раствор,
омывающий нервную систему моллюска, приводит к снижению порогового потенциала
и повышению критического уровня деполяризации при неизменном мембранном потен-
циале, то есть увеличивается возбудимость командных нейронов. У сенситизированных
улиток при повышении внутриклеточной концентрации Ca2+ после добавления кофеина
в раствор, омывающий нервную систему моллюска, мембранный и пороговый потен-
циалы не изменяются. Показано, что снижение внутриклеточной концентрации Ca2+

в командных нейронах как после инъекции ЭГТА, так и после аппликации мембрано-
проникающего хелатора BAPTA-AM не приводит к изменениям мембранного и поро-
гового потенциалов командных нейронов обученных и сенситизированных улиток.
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Введение

Известно, что в формировании условных рефлексов и различных форм си-
наптической пластичности важную роль играют ионы кальция [1, 2]. Они уча-
ствуют в регуляции разнообразных нейрональных процессов, что обусловлено
их специфическими физико-химическими характеристиками, благодаря которым
они являются наиболее универсальными внутриклеточными посредниками [3–7].
Ионы кальция, поступающие внутрь клетки во время ее возбуждения, с одной
стороны, приводят к изменению свойств ионных каналов мембраны, а с другой
стороны, служат сигналами для активации различных биохимических реакций.
Таким образом, ионы кальция, осуществляя связь между электрическими явле-
ниями, происходящими в поверхностной мембране клетки, и реакциями, проте-
кающими внутри нейрона, принимают непосредственное участие в интегратив-
ной деятельности нервной клетки [8–11]. Ионы Са2+ также принимают участие
во внутриклеточных биохимических процессах, запуская каскад вторичных
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посредников, набор которых одинаков в пре- и постсинаптических нейронах,
но изменения могут идти разными путями [5, 6, 12, 13].

В предыдущих работах нами было показано, что в командных нейронах обо-
ронительного рефлекса виноградной улитки при выработке условного оборони-
тельного рефлекса (УОР), а также при формировании долговременной сенсити-
зации (ДС) происходит снижение мембранного и порогового потенциалов, что
свидетельствует о повышении их возбудимости [14]. Поскольку «со времен Рин-
гера известно, что возбудимость нервных и мышечных клеток находится в силь-
ной зависимости от наружной концентрации ионов Ca2+» [15, с. 177], то пред-
ставляется необходимым и желательным в продолжение этих исследований про-
вести анализ роли ионов Ca2+ в проявлении долговременных эффектов ассо-
циативного обучения и сенситизации. Не так давно нами были проведены ис-
следования роли кальциевой системы в механизмах обучения у виноградной
улитки на уровне параметров нейрональной мембраны и ионных каналов [16].
В противоположность увеличению значения порогового потенциала и смеще-
нию величины критического уровня деполяризации в сторону положительных
значений в командных нейронах оборонительного поведения интактных ули-
ток при повышении внеклеточной концентрации ионов Ca2+ было обнаружено,
что эффект стабилизации мембраны ионами кальция в командных нейронах
обученных улиток отменяется. Данное наблюдение обусловило постановку
следующей задачи – исследовать роль внутриклеточных ионов кальция в форми-
ровании условного оборонительного рефлекса и долговременной сенситизацин
у виноградной улитки.

1. Материал и методика

Для изучения механизмов обучения и памяти широко используются неко-
торые виды беспозвоночных, в том числе брюхоногие моллюски, к которым
относится и виноградная улитка. Преимущество их использования состоит в том,
что, во-первых, они обладают относительно простой нервной системой при
достаточно разнообразном поведении. Во-вторых, крупные размеры нейронов
позволяют идентифицировать одни и те же клетки у всех особей данного вида
и определить их роль в поведении, что существенно облегчает проведение экс-
перимента [17, 18]. Кроме того, относительная простота нервной системы су-
щественно ограничивает ансамбль нейронов, обеспечивающих ту или иную
поведенческую реакцию.

Эксперименты проводили на виноградной улитке Helix lucorum. Перед на-
чалом экспериментов животные не менее 2 недель находились в активном со-
стоянии в стеклянном террариуме во влажной атмосфере, при комнатной тем-
пературе (18–22 °С) и избытке пищи. Для экспериментов выбирались здоровые
на вид, подвижные животные примерно одного веса (около 20–25 г). Далее их
разделяли случайным образом на группы. Оптимальные условия содержания
поддерживались в течение всех этапов работы.

У виноградной улитки вырабатывали классический условный оборони-
тельный рефлекс на постукивание по раковине [13, 19]. В качестве условного
стимула использовали постукивание по раковине, которое в норме практически
не вызывало оборонительной реакции. Безусловным стимулом служила струя
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воздуха в отверстие легочной полости. Применение данного стимула приводит
к безусловной оборонительной реакции закрытия пневмостома. Сочетание стиму-
лов предъявляли с интервалом 2–4 мин, рефлекс вырабатывался за три дня в ре-
зультате предъявления 180–200 сочетаний условного и безусловного стимулов.

Долговременную сенситизацию оборонительного рефлекса вырабатывали
по схеме, описанной ранее [13]. Для этого оказывали воздействие электриче-
скими стимулами в область головы животных 4 раза в день в течение 4 дней
с интервалом в 1.5–2 ч. Длительность каждого стимула составляла 0.5 с. Ток
имел следующие характеристики: прямоугольные импульсы тока амплитудой
6–8 мА, длительностью 10 мс, частотой 50 Гц. Действительная амплитуда тока
при стимуляции контролировалась по показаниям осциллографа. Животные
во время воздействия электрического раздражения находились на медной пла-
стине-электроде, покрытой слоем смоченной в воде бумаги. Второй электрод
представлял собой металлический стержень, который прикладывался в область
головы улитки. Животные контрольных групп проходили те же процедуры, что
и опытные, но не подвергались электрошоковой стимуляции. Критерием выра-
ботки ДС служило значительное увеличение времени пребывания пневмостома
в закрытом состоянии в ответ на предъявление тестирующего раздражения, по
сравнению с исходной реакцией. Только полное закрытие пневмостома опре-
делялось как положительная реакция на стимул.

После выработки УОР или формирования ДС проводили анализ электриче-
ских характеристик командных нейронов ЛПа3, ППа3, ЛПа2, ППа2 оборони-
тельного поведения. Измерения проводились при комнатной температуре (20–
22 °С) с применением внутриклеточных стеклянных микроэлектродов, имею-
щих сопротивление 5–30 МОм и заполненных 2.5 М KCl. В ходе эксперимента
регистрировали мембранный потенциал (Vm), порог генерации потенциалов
действия (Vt) и критический уровень деполяризации (Ec) нейронов.

Физиологический раствор для виноградной улитки содержал (мМ): NaCl –
80, КСl – 4, СаСl2 – 10, МgСl2 – 5 и NаНСО3 – 5; рН 7.6–7.8. Увеличение внутри-
клеточной концентрации кальция достигалось с помощью погружения нервной
системы моллюска в физиологический раствор того же состава с добавлением
кофеина: Caffeine (1,3,7-Trimethylxanthine) – 2 мМ. Известно, что кофеин вызы-
вает выброс кальция из внутриклеточных депо, преимущественно эндоплазма-
тического ретикулума [6, 9, 20].

Для снижения содержания кальция внутри клетки использовали инъекцию
хелатора кальция – ЭГТА (EGTA – ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N,N-
tetraacetic acid) (Sigma) [21, 22]. Инъекция производилась в течение 5 мин с си-
лой тока 1 нА через регистрирующий микроэлектрод, который был заполнен
0.5 М раствором ЭГТА, затем каждые 5 мин регистрировались электрические
характеристики командных нейронов в течение 30 мин. Кроме того, были прове-
дены экспериментальные исследования влияния снижения внутриклеточной кон-
центрации Ca2+ посредством применения мембранопроникающего хелатора Са
ВАРТА-АМ как у обученных, так и у сенситизированных улиток. ВАРТА-АМ
использовался в концентрации 10–4 М.

Всего было исследовано 44 нейрона в группе интактных улиток, 54 нейрона
в группе обученных улиток и 60 нейронов в группе улиток после ДС. Регистрация
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потенциалов производилась при помощи аналого-цифрового преобразователя
(АЦП). Результаты статистически обрабатывались с применением t-критерия
Стьюдента. В работе приведены средние значения измеряемых величин и стан-
дартные ошибки среднего (M ± SEM).

2. Результаты исследования

Были проведены исследования воздействия хелаторов кальция ЭГТА и
BAPTA-AM, которые снижают содержание кальция в среде [21, 22], и кофеина,
который вызывает выброс кальция из внутриклеточных депо [6, 20], на элек-
трические характеристики командных нейронов виноградной улитки, в том
числе после ассоциативного обучения и долговременной сенситизации.

В первой серии экспериментов было проведено исследование влияния по-
вышения внутриклеточной концентрации Ca2+ после добавления в раствор ко-
феина (в концентрации 2 мМ) на электрические характеристики командных
нейронов интактных, обученных и сенситизированных улиток. После добавле-
ния кофеина в раствор, омывающий изолированную нервную систему моллюска,
величина мембранного потенциала (Vm) у интактных животных не изменялась:
–57.8 ± 0.9 мВ (в физиологическом растворе) и –58 ± 1 мВ (в растворе, содержа-
щем кофеин). Не изменялась величина Vm и у обученных улиток: –54.8 ± 0.9 мВ
(в физиологическом растворе) и –53.5 ± 1 мВ (в растворе, содержащем кофеин)
(рис. 1, а). Значение порога генерации потенциала действия (Vt) у интактных
улиток после добавления в раствор кофеина снижалось с 20 ± 0.7 мВ (в физио-
логическом растворе) до 16 ± 1 мВ (после добавления кофеина). У обученных
улиток после добавления кофеина Vt уменьшался до 13 ± 0.9 мВ по сравнению
с 17.2 ± 0.4 мВ в физиологическом растворе, не содержащем кофеин (рис. 1, б).
Достоверно изменялись при добавлении в раствор кофеина и значения критиче-
ского уровня деполяризации (Ec) в обеих группах улиток. Смещение Ec в сторо-
ну отрицательных значений было характерно как для группы интактных улиток
(с –37.7 ± 1 мВ до –42.5 ± 1.5 мВ), так и для группы обученных (с –37.7 ± 1 мВ
до –43 ± 1.5 мВ) (рис. 1, в). Установлено, что при ДС мембранный потенциал
также не меняется: –54 ± 1 мВ (в физиологическом растворе) и –53.5 ± 1 мВ
(в растворе, содержащем кофеин) (рис. 2, а). Пороговый потенциал командных
нейронов у сенситизированных улиток, в отличие от интактных и обученных,
после добавления в раствор кофеина не изменялся: 16.3 ± 0.8 мВ (в физиологи-
ческом растворе) и 16.1 ± 1 мВ (в растворе, содержащем кофеин) (рис. 2, б).
Соответственно, не изменялся у сенситизированных улиток и Ec (рис. 2, в). Та-
ким образом, в этой серии экспериментов подтверждено, что после добавления
кофеина в раствор, омывающий нервную систему моллюска (что должно вести
к повышению внутриклеточной концентрации Ca2+), мембранный потенциал не
изменяется ни у интактных, ни у обученных, ни у сенситизированных улиток.
При этом у интактных и обученных улиток происходит снижение порогового
потенциала и увеличение критического уровня деполяризации, то есть увели-
чивается возбудимость командных нейронов.
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Рис. 1. Значения электрических характеристик командных нейронов оборонительного
поведения (ЛПа2, ППа2, ЛПа3 и ППа3) интактных (К) и обученных (УОР) улиток
в норме (ФР) и при добавлении в раствор кофеина (Кофеин): а) мембранный потенциал
(Vm) в мВ; б) порог генерации потенциала действия (Vt) в мВ; в) критический уровень
деполяризации (Ec) в мВ. Звездочкой отмечено достоверное отличие от значений в ФР
(p < 0.05)
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Рис. 2. Значения электрических характеристик командных нейронов оборонительного
поведения (ЛПа2, ППа2, ЛПа3 и ППа3) интактных (К) и сенситизированных (ДС) ули-
ток в норме (ФР) и при добавлении в раствор кофеина (Кофеин): а) мембранный по-
тенциал (Vm) в мВ; б) порог генерации потенциала действия (Vt) в мВ; в) критический
уровень деполяризации (Ec) в мВ. Звездочкой отмечено достоверное отличие от значе-
ний в ФР (p < 0.05)

Во второй серии экспериментов исследовалось влияние снижения внутри-
клеточной концентрации Ca2+ на электрические характеристики командных
нейронов интактных, обученных и сенситизированных улиток. Сначала для
снижения содержания кальция внутри клетки использовали инъекцию хела-
тора кальция ЭГТА. Инъекция производилась в течение 5 мин с силой тока  1 нА
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Рис. 3. Значения электрических характеристик командных нейронов оборонительного
поведения (ЛПа2, ППа2, ЛПа3 и ППа3) интактных (К) и обученных (УОР) улиток
в норме (ФР) и при добавлении в раствор ЭГТА (ЭГТА): а) мембранный потенциал
(Vm) в мВ; б) порог генерации потенциала действия (Vt) в мВ; в) критический уровень
деполяризации (Ec) в мВ. Звездочкой отмечено достоверное отличие от значений в ФР
(p < 0.05)
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Рис. 4. Значения электрических характеристик командных нейронов оборонительного
поведения (ЛПа2, ППа2, ЛПа3 и ППа3) интактных (К) и сенситизированных (ДС) ули-
ток в норме (ФР) и при добавлении в раствор ЭГТА (ЭГТА): а) мембранный потенциал
(Vm) в мВ; б) порог генерации потенциала действия (Vt) в мВ; в) критический уровень
деполяризации (Ec) в мВ. Звездочкой отмечено достоверное отличие от значений в ФР
(p < 0.05)

через регистрирующий микроэлектрод, который был заполнен 0.5 М раствором
ЭГТА, затем в течение 30 мин каждые 5 мин регистрировались электрические
характеристики.
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поведения (ЛПа2, ППа2, ЛПа3 и ППа3) интактных (К) и обученных (УОР) улиток
в норме (ФР) и при добавлении в раствор BAPTA (BAPTA): а) мембранный потенциал
(Vm) в мВ; б) порог генерации потенциала действия (Vt) в мВ; в) критический уровень
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(p < 0.05)
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Рис. 6. Значения электрических характеристик командных нейронов оборонительного
поведения (ЛПа2, ППа2, ЛПа3 и ППа3) интактных (К) и сенситизированных (ДС) ули-
ток в норме (ФР) и при добавлении в раствор BAPTA (BAPTA): а) мембранный потен-
циал (Vm) в мВ; б) порог генерации потенциала действия (Vt) в мВ; в) критический
уровень деполяризации (Ec) в мВ. Звездочкой отмечено достоверное отличие от значе-
ний в ФР (p < 0.05)

При уменьшении внутриклеточной концентрации кальция инъекцией ЭГТА
значения мембранного потенциала не изменялись ни в группе интактных ули-
ток (–58.4 ± 1.1 мВ до инъекции и –59.1 ± 1.5 мВ через 30 мин после инъекции
ЭГТА), ни в группе обученных (–55.7 ± 0.9 мВ до инъекции и –55.8 ± 2 мВ через
30 мин после инъекции). Порог генерации потенциала действия в группе ин-
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тактных улиток достоверно увеличивался с 19.2 ± 0.6 мВ (до внутриклеточной
инъекции ЭГТА) до 22.5 ± 0.4 мВ (через 30 мин после начала инъекции хелатора).
В группе обученных улиток пороговый потенциал имел тенденцию к увеличе-
нию: 14.9 ± 1.2 мВ (до инъекции) и 16.8 ± 0.8 мВ (после начала инъекции), од-
нако это отличие не было достоверным (рис. 3). В группе сенситизированных
улиток мембранный потенциал командных нейронов также не изменялся, а по-
рог генерации потенциала действия также имел тенденцию к увеличению с
14.0 ± 0.6 мВ (до начала инъекции) до 15.5 ± 0.8 мВ (через 30 мин после инъек-
ции) (рис. 4). Критический уровень деполяризации в этих экспериментах имел
тенденцию к снижению, но изменения были не достоверными.

В продолжение этих экспериментов снижение внутриклеточной концен-
трации Ca2+ командных нейронов интактных, обученных и сенситизированных
улиток достигалось аппликацией в омывающий раствор мембранопроникаю-
щего хелатора ионов кальция BAPTA-AM. Измерения электрических характери-
стик показали, что мембранный и пороговый потенциалы, а также критический
уровень деполяризации в этих экспериментах достоверно не менялись для всех
групп животных (рис. 5, 6). Полученные результаты свидетельствуют о том, что
снижение внутриклеточной концентрации Ca2+ в командных нейронах как инъек-
цией ЭГТА, так и аппликацией мембранопроникающего хелатора BAPTA-AM
не приводит к специфическим изменениям электрических характеристик обучен-
ных и сенситизированных улиток.

3. Обсуждение результатов

Известно, что ионы кальция играют важную роль в долговременных фор-
мах пластичности поведения. Речь идет прежде всего об индукции пресинапти-
ческого облегчения [7, 23]. Однако в одной из работ, посвященных данной
проблеме, было показано, что при выработке условного рефлекса наблюдаются
также изменения на уровне постсинаптических нейронов [24]. В других рабо-
тах на уровне постсинаптического нейрона было установлено, что внутрикле-
точное введение хелатора кальция ЭГТА блокирует индукцию долговременной
депрессии [25], а инъекция CaCl2 в постсинаптический нейрон производит из-
менения, сходные с синаптическим облегчением [26]. Было также обнаружено,
что определяющую роль при этом играет высвобождение ионов Ca2+ из внутри-
клеточных источников хранения, в то время как вход Ca2+ через потенциалзави-
симые каналы нужен только для инициации высвобождения ионов Ca2+ из внут-
риклеточных депо [6, 27]. В экспериментах на клеточной культуре было доказа-
но, что инъекции медленного кальциевого хелатора ЭГТА и быстрого – BAPTA
сильно ослабляли облегчение возбуждающего постсинаптического потенциала
(ВПСП), вызванное сочетанной стимуляцией, но не влияли на облегчение в ответ
на несочетанную стимуляцию либо только на серотонин [28]. Исследователи не
обнаружили аддитивности пре- и постсинаптического механизмов, что свиде-
тельствует об их взаимном влиянии и тесной связи. Кроме того, в одном из ис-
следований было продемонстрировано, что постсинаптическая Са-компонента
посттетанической потенциации у аплизии необходима только для синапса от
сенсорных нейронов к моторным, а для других синапсов она не обязательна [2].
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Было также установлено, что первичными клеточными коррелятами ассо-
циативного обучения у гермиссенды служат изменения свойств фоторецепто-
ров типа В – специфичная для сочетанных стимулов деполяризация, которая
накапливается с каждым последующим опытом [29]. Долговременная деполя-
ризация мембраны и увеличение возбудимости сопровождаются также повы-
шением внутриклеточной концентрации Са2+, которую можно регистрировать
по абсорбции индикатора арсеназо III или визуализацией внутриклеточного
Са2+ с помощью красителя fura-2 [30]. В дальнейших экспериментах с помо-
щью внутриклеточной инъекции хелатора Са2+ ЭГТА и антагониста выделения
внутриклеточного Са2+ гепарина было эффективно заблокировано повышение
возбудимости, вызванной светом [27]. Эти результаты также подтверждают,
что увеличение внутриклеточного Са2+ за счет его освобождение из внутрикле-
точных источников хранения может играть более значительную роль, чем по-
полнение Са2+ через Са-каналы.

Важность роли внутриклеточного кальция доказана для посттетанической
потенциации, гетеросинаптического облегчения, долговременного торможения,
сенситизации, ассоциативного обучения [1, 25, 26, 28, 31–33]. Было показано,
что пресинаптическое облегчение сопровождается увеличением продолжи-
тельности потенциалов действия, генерируемых в сенсорном нейроне, и ам-
плитуды ВПСП в мотонейроне [23, 34]. Имеющиеся в литературе результаты
указывают на то, что поступление Са2+ в терминаль является необходимым ус-
ловием для осуществления пресинаптического облегчения [1, 7, 23]. Была прове-
дена работа [31], показавшая, что выработка сенситизации во время инъекций
хелаторов кальция ЭГТА и BAPTA в нейроны ЛПл1 и ППл1 приводила к по-
давлению синаптического облегчения в ответах как на химические раздражения
головы, так и на тактильные раздражения головы и ноги животного. Вместе
с тем в этих условиях возбудимость мембраны возрастала более выражено, чем
у нейронов контрольных животных.

Модулирующая роль ионов кальция в пластических изменениях показана
в целом ряде экспериментов по гетеросинаптическому облегчению и гомоси-
наптической депрессии [1, 35]. Повышение внутриклеточной концентрации
ионов Ca2+ после добавления в физиологический раствор кофеина происходит
в основном за счет активации рианодиновых рецепторов и выхода ионов Ca2+

из эндоплазматического ретикулума [6, 35, 36]. Такое повышение содержания
внутриклеточного Ca2+ в наших экспериментах приводило к снижению порога
генерации потенциала действия и смещению критического уровня деполяриза-
ции в сторону положительных значений мембранного потенциала командных
нейронов примерно на одинаковую величину как в группе интактных, так и
в группе обученных улиток. В то же время сенситизированные улитки отлича-
ются от обученных по изменению порогового потенциала при повышении
внутриклеточной концентрации Ca2+. Наши результаты показывают, что сни-
жение внутриклеточной концентрации Ca2+ в командных нейронах как инъек-
цией ЭГТА, так и аппликацией мембранопроникающего хелатора BAPTA-AM
не приводит к специфическим изменениям электрических характеристик ко-
мандных нейронов обученных и сенситизированных улиток. Это свидетельст-
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вует о том, что снижение внутриклеточного кальция не задействовано в сохра-
нении повышения возбудимости командных нейронов при обучении.

Таким образом, как повышение, так и понижение внутриклеточной концен-
трации Ca2+ не участвуют в сохранении повышенной возбудимости командных
нейронов после ассоциативного обучения и долговременной сенситизации. Они
необходимы в большей степени на стадии инициации этих форм пластичности.

Работа поддержана Российским фондом фундаментальных исследований
(проект № 07-04-00224).

Summary

T.Kh. Gainutdinova, D.I. Silantieva, V.V. Andrianov, A.Kh. Timoshenko, Kh.L. Gainut-
dinov. Influence of Intracellular Calcium Level Increase and Decrease on Electrical Charac-
teristics of Command Neurons of Learned Snails.

The article presents the results of research on electrical characteristics of command neu-
rons. It is shown that membrane potential does not reveal any reliable change after the in-
crease of intracellular Ca2+ concentration by application of caffeine in saline solution for both
naïve, learned and sensitized snails. Ca2+ concentrations increasing, a decrease of threshold
potential is observed for naïve and learned snails, which shows the increase of neurons excit-
ability. It was shown that decrease of intracellular Ca2+ concentration after EGTA injection
in command neurons and after the application of membrane permeable chelator BAPTA-AM
does not lead to specific changes of electrical characteristics in learned and sensitized snails.

Key words: intracellular calcium, conditioned reflex, long-term sensitization, caffeine,
calcium chelators, membrane potential, threshold potential.
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