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Исследовали действие каннабиноидов анандамида (АЭА) и 2-арахидоноил-глицерина (2-АГ) на
вызванную стимуляцией нерва быструю синхронную секрецию ацетилхолина (АХ) в моторных си-
напсах диафрагмы и мышцы длинного разгибателя пальцев (m. EDL) мыши. С помощью микро-
электродной техники регистрировали спонтанные миниатюрные потенциалы концевой пластинки
(МПКП) и мультиквантовые потенциалы концевой пластинки (ПКП) в ходе коротких ритмиче-
ских (50 Гц, 1 с) залпов. АЭА (30 мкМ) вызывал увеличение частоты, но не амплитуды МПКП, это
сопровождалось возрастанием амплитуды и квантового состава ПКП по всему ходу ритмического
залпа. Квантовый анализ показал, что увеличение квантового состава ПКП по ходу залпа в присут-
ствии АЭА происходит за счет возрастания размера пула синаптических везикул, непосредственно
готовых к выбросу. Потенцирующее действие АЭА на вызванную секрецию АХ предотвращалось
блокатором Ca2+-каналов L-типа нитрендипином, что свидетельствует о растормаживании данного
пресинаптического Са2+-входа под действием АЭА. 2-АГ (1 мкМ) вызывал значимый прирост ам-
плитуды, но не частоты МПКП в нервно-мышечных синапсах диафрагмы мыши. Одновременно
происходило увеличение амплитуды вызванных ПКП по всему ходу залпа, но квантовый состав
ПКП при этом оставался на контрольном уровне. Аналогичное потенцирующее действие 2-АГ на
амплитуду МПКП и ПКП было выявлено и в моторных синапсах m. EDL. Индуцируемое 2-АГ воз-
растание амплитуд ПКП предотвращалось ингибитором протеинкиназы А H-89. В совокупности с
ранее полученным нами свидетельством об утрачивании 2-АГ способности увеличивать амплитуду
МПКП при ингибировании везикулярного транспорта АХ настоящие результаты позволяют заклю-
чить, что в основе механизма потенцирующего действия 2-АГ лежит его способность стимулиро-
вать закачку АХ в синаптические везикулы с участием протеинкиназы A, что приводит к увеличе-
нию размера квантов АХ. Таким образом, впервые у каннабиноидов 2-АГ и АЭА обнаружена спо-
собность оказывать быстро развивающиеся неканонические потенцирующие эффекты на
синаптическую передачу в ритмически активных моторных синапсах мыши. Несмотря на сходный
характер действия АЭА и 2-АГ – усиление нервно-мышечной передачи, установлено, что эффекты
этих эндоканнабиноидов осуществляются посредством запуска различных сигнальных механизмов
и предполагают потенцирование разных параметров секреции АХ.

Ключевые слова: нервно-мышечный синапс, анадамид, 2-арахидоноилглицерин, потенциалы кон-
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ВВЕДЕНИЕ
Эндоканнабиноиды – липофильные произ-

водные жирных кислот, вырабатывающиеся в
клетках за счет активности определенных липаз
[1, 2]. Cвою cигнальную функцию эндоканнаби-
ноиды осуществляют, действуя преимуществен-
но на семидоменные G-белок-сцепленные ре-

цепторы двух типов (CB1 и СB2), сопряженные с
Gi-белками [3]. Совокупность эндоканнабинои-
дов, ферментов их синтеза и метаболизма, а также
CB-рецепторов составляет эндоканнабиноидную
систему, наличие компонентов которой в той или
иной ткани свидетельствует о ее возможной регу-
ляторной роли в данной структуре [4]. В централь-
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ной нервной системе (ЦНС) наиболее известны
два эндоканнабинноида: анандамид (АЭА) и 2-ара-
хидоноил-глицерин (2-АГ) [1, 4–6]. Образуясь
в постсинаптическом нейроне под действием
нейромедиаторов Ca2+-зависимым образом, эн-
доканнабиноиды, высвобождаясь, действуют на
пресинаптические CB-рецепторы и преимуще-
ственно угнетают секрецию нейромедиаторов.
Именно поэтому эндоканнабиноиды считаются
специфическими сигнализаторами, обеспечива-
ющими каноническое ретроградное торможение
синаптической активности [7–10].

В скелетных мышцах и периферических мотор-
ных синапсах в настоящее время описаны компо-
ненты эндоканнабиноидной системы [11–14].
Имеются свидетельства аутокринной регуляции
метаболизма мышцы с участием эндоканнабино-
идов и их рецепторов [14]. Данные о влиянии эн-
доканнабиноидов на активность моторных си-
напсов и нервно-мышечную передачу в насто-
ящее время малочисленны и противоречивы.
В моторных синапсах холоднокровных животных
описано снижение спонтанной и вызванной сек-
реции медиатора при активации CB1-рецепторов
[15–17], что согласуется с каноническим тормоз-
ным действием эндоканнабиноидов в синапсах
ЦНС. Совсем недавно были получены свидетель-
ства о способности эндоканнабиноидов и их ре-
цепторов потенцировать спонтанную секрецию
АХ в нервно-мышечных синапсах млекопитаю-
щих [18–20]. Так, в наших недавних исследовани-
ях было впервые показано, что два классических
эндоканнабиноида 2-АГ и АЭА при их экзоген-
ной аппликации оказывают неканоническое по-
тенцирующее влияние на различные параметры
спонтанной секреции АХ в моторных синапсах
диафрагмы мыши. Активируя одни и те же преси-
наптические СВ1-рецепторы, они приводили к
запуску разных сигнальных путей и к изменениям
разных параметров одноквантовых миниатюр-
ных потенциалов концевой пластинки (МПКП):
2-АГ увеличивал амплитуду МПКП, а АЭА –
их частоту [20]. Неизбежно возник вопрос: спо-
собны ли данные эндоканнабиноиды оказывать
облегчающие синаптическую передачу эффекты
и в случае вызванной стимуляцией нерва быстрой
синхронной мультиквантовой секреции АХ?
В связи с этим целью нашей работы было изучить
действие АЭА и 2-АГ на вызванный выброс АХ
в условиях кратковременной ритмической залпо-
вой активности нервно-мышечных синапсов мыши
и провести сравнительный анализ их влияний.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Эксперименты были

проведены на изолированных нервно-мышечных
препаратах диафрагмальной мышцы (m. diaphrag-
ma – n. phrenicus), а также мышцы длинного раз-

гибателя пальцев ноги (m. extensor digitorum longus –
n. peroneus (m. EDL)) взрослых мышей (7–9 не-
дель, весом 25–35 г) линии BALB/c обоих полов.
Мыши были получены из лаборатории экспери-
ментальных животных биологического факульте-
та МГУ (Москва, Россия). И содержание живот-
ных (12-часовой цикл света и темноты со свобод-
ным доступом к еде и воде), и проведенные
экспериментальные процедуры соответствовали
директиве 86/609/EEC по обращению человека с
лабораторными животными и были одобрены ко-
миссией по биоэтике биологического факультета
МГУ. Эвтаназию мышей проводили путем быст-
рой декапитации. В исследовании было исполь-
зовано 16 животных.

Электрофизиология. Все эксперименты прово-
дили при температуре 20–22°С. Нервно-мышеч-
ный препарат левой половины диафрагмы с диа-
фрагмальным нервом или m. EDL с малоберцо-
вым нервом помещали в экспериментальную
камеру объемом 3 мл и проводили перфузию ок-
сигенированным (95% O2, 5% CO2) раствором
Лайли (pH 7.2–7.4) [19]. Регистрировали спонтан-
ные МПКП и вызванные стимуляцией нерва
многоквантовые потенциалы концевой пластин-
ки (ПКП). Для исследования вызванной стиму-
ляцией нерва секреции АХ проводили попереч-
ное рассечение мышечных волокон. В результате
данной процедуры мембранный потенциал ста-
билизировался на сниженном по сравнению с не-
рассеченными волокнами уровне (менее –50 мВ),
что предотвращало сокращение мышцы при сти-
муляции нерва. Сразу после рассечения препарат
промывали в растворе Лайли (более 150 мл) не ме-
нее 1 ч, что позволяло предотвратить возможную
блокаду проведения потенциала действия по
нерву. При изучении вызванной активности сна-
чала производили запись МПКП в течении 70–90 с,
а затем стимулировали нерв короткими залпами
сверхпороговых импульсов (50 стимулов длитель-
ностью 0.08–0.1 мс с частотой 50 Гц) и в том же
синапсе регистрировали ПКП. Среднее значение
амплитуд МПКП, зарегистрированных до залпа
ПКП, затем использовали для вычисления кван-
тового состава ПКП. Ранее было выявлено отсут-
ствие статистически значимых различий в значе-
ниях амплитуд МПКП, зарегистрированных до и
сразу после залпа [21, 22]. Это позволяет исклю-
чить возможное влияние десенситизации постси-
наптических никотиновых холинорецепторов в
развитии изменений амплитуд и квантового со-
става ПКП по ходу залпа. Стимуляцию нерва
проводили с перерывами не менее 5–6 мин, что
предотвращало развитие утомления синапсов
или изменения частоты МПКП. Регистрацию
постсинаптических потенциалов осуществляли с
использованием стеклянных микроэлектродов,
заполненных 2.5 М KCl, сопротивление кончика
микроэлектрода составляло 15–20 МОм. Сигна-
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лы регистрировали при помощи усилителя Neu-
roprobe Amplifier Model 1600 (A-M Systems, США)
или Axoclamp-2B (Molecular Devices, США). За-
пись производили с использованием аналого-
цифровых преобразователей Е-154 (L–Card, Рос-
сия) с интерфейсом PowerGraph 3.3.8 (ДИСофт,
Россия). Первичный анализ параметров постси-
наптических потенциалов проводили в програм-
ме MiniAnalysis (Synaptosoft, США). В контроле
регистрировали потенциалы минимум от 5 си-
напсов, затем в перфузионный раствор добавляли
исследуемые вещества в определенном порядке и
регистрировали активность разных синапсов та-
ким же образом, как и в контроле, в течение 1–1.5 ч.
Критерием включения синапса в выборку для
дальнейшей обработки служило устойчивое зна-
чение мембранного потенциала в течение записи –
допускались изменения этого параметра менее
чем на 5 мВ, в противном случае регистрацию
прекращали, а запись не включали в выборку.
Время нарастания МПКП составляло не более
1 мс, а ПКП – не более 1.7 мс. В каждой серии
экспериментов использовали не менее трех нерв-
но-мышечных препаратов.

Анализ данных и статистика. Оценивали ам-
плитуду и временные характеристики МПКП и
ПКП, частоту МПКП, квантовый состав ПКП.
Амплитуду ПКП корректировали на нелинейную
суммацию [23], квантовый состав ПКП вычисля-
ли как отношение корректированной амплитуды
ПКП к средней в данном синапсе амплитуде
МПКП. Кроме того, при изменении квантового
состава ПКП под действием АЭА оценивали раз-
мер пула непосредственно готовых к выбросу ве-
зикул (Readily Releasable Pool, RRP). Для этого
использовали последовательную модель, которая
предполагает, что уменьшение квантового соста-
ва ПКП в начале залпа отражает непрерывное ис-
тощение единого RRP при высокочастотной рит-
мической активности моторных синапсов. При
этом стабилизация амплитуды и квантового со-
става ПКП на заключительном этапе короткого
залпа, выражающаяся в виде фазы плато, возни-
кает за счет рекрутирования в RRP синаптиче-
ских везикул, компенсируя его истощение [24].
Используя линейную регрессию на начальном
этапе депрессии передачи (5–12 ПКП), проводи-
ли пересечение с осью абсцисс (кумулятивный
квантовый состав в коротком залпе ПКП). ПКП в
самом начале залпа, где регистрируется облегче-
ние синаптической передачи, не учитывались
при расчете размера RRP. Вероятность выброса
квантов АХ рассчитывали как отношение кванто-
вого состава первого ПКП в залпе к значению
RRP [24, 25].

Статистическую значимость различий между
сравниваемыми выборками оценивали с исполь-
зованием GraphPad Prism 7.0 (GraphPad, США).
Тест Д’Агостино–Пирсона применяли для оценки

нормальности распределения значений парамет-
ров. В случае нормально распределенных вели-
чин применяли t-критерий Стьюдента, в случае
распределения, отличного от нормального, –
критерий Манна–Уитни. Двухфакторный дис-
персионный анализ с последующим применени-
ем апостериорного критерия Бонферрони ис-
пользовали для анализа амплитуд и квантового
состава ПКП в залпе. Различия параметров выбо-
рок считали статистически значимыми при p <
< 0.05, n – количество исследованных синапсов в
выборке. В тексте и на рисунках данные пред-
ставлены в виде среднего значения ± стандартная
ошибка среднего.

Материалы. В экспериментах были использо-
ваны: эндоканнабиноиды АЭА и 2-АГ, блокатор
потенциалзависимых Са2+-каналов L-типа – нит-
рендипин и ингибитор протеинкиназы А – H-89
(Tocris Bioscience, Великобритания). Для приго-
товления стоковых растворов для всех веществ,
кроме H-89, в качестве растворителя использова-
ли диметилсульфоксид (DMSO, Хеликон, Рос-
сия), растворителем для H-89 служила деионизи-
рованная вода. Концентрация DMSO в рабочих
растворах не превышала 0.01% по объему, раство-
ритель не оказывал самостоятельного действия
на исследуемые параметры.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В первой серии экспериментов исследовали

влияние АЭА (30 мкМ) на вызванную секрецию
АХ в нервно-мышечных препаратах диафрагмы
мыши. Оказалось, что в контроле среднее значе-
ние частоты МПКП, измеренное в синапсах до
начала ритмической стимуляции нерва, состави-
ло 0.42 ± 0.05 Гц (n = 16), а на фоне действия АЭА
данный параметр статистически значимо увели-
чивался до 0.67 ± 0.08 Гц (n = 24, p < 0.05). Это
совпадет с описанным в нашей предыдущей ра-
боте сдвигом данного параметра МПКП на фоне
действия АЭА в нервно-мышечных препаратах с
нерассеченными мышечными волокнами [20].
Регистрация вызванной активности моторных
синапсов мыши выявила, что в присутствии АЭА
происходит значительное возрастание амплиту-
ды каждого ПКП в залпе, начиная с первого, в
среднем на 70% по сравнению с контролем, при
этом форма залпа ПКП не менялась (рис. 1а).
Возрастание амплитуд ПКП под действием АЭА
не сопровождалось увеличением амплитуд МП-
КП, а происходило вследствие возрастания кван-
тового состава ПКП. Квантовый состав первого
ПКП в залпе увеличивался приблизительно на
60% по сравнению с контролем, и далее данный
прирост стойко сохранялся на повышенном
уровне на протяжении всего ритмического залпа
(рис. 1б). Анализ изменений квантового состава
показал, что усиление вызванной секреции АХ на
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фоне АЭА связано с возрастанием пула синапти-
ческих везикул, непосредственно готовых к вы-
бросу (RRP) – от 712.5 ± 60.0 в контроле до 1015.1 ±
± 66.1 при действии АЭА (p < 0.05). При этом не
происходило статистически значимого увеличе-
ния вероятности выброса везикул – среднее зна-
чение этого параметра составило 0.037 ± 0.003 в
контроле и 0.042 ± 0.002 при действии АЭА (p >
> 0.05) (рис. 1в). Такая совокупность изменений
параметров быстрой синхронной квантовой сек-
реции АХ свидетельствует о вовлечении в секре-
цию АХ ранее молчавших активных зон нервных
терминалей, что вызывает равномерное увеличе-
ние квантового состава и амплитуд ПКП по всему
ходу залпа [24, 25].

В предыдущих работах мы наблюдали анало-
гичную картину потенцирования вызванной сек-
реции АХ в виде единообразного симметричного
прироста амплитуд и квантового состава ПКП по
всем ходу залпа. Это происходило в ответ на рас-
тормаживание обычно молчащих Ca2+-каналов
L-типа различными способами: при блокаде
кальций-активируемых K+-каналов BK-типа [26,
27], ингибировании кальцинейрина [28], блокиро-
вании A1-рецепторов или активации А2А-рецепто-
ров аденозина [21], стимуляции Р2Х7-пуриноре-
цепторов [25]. Иными словами, единообразный
прирост амплитуд и квантового состава всех ПКП в
коротком ритмическом залпе может, на наш взгляд,
служить характерным маркером, свидетельствую-
щем о вовлечении в регуляцию вызванной секре-
ции АХ Ca2+-каналов L-типа. Эти потенциалзави-
симые каналы хоть и присутствуют на пресинапти-
ческой мембране моторных нервных окончаний, но
в обычных условиях не участвуют в запуске быстро-
го синхронного выброса квантов АХ [29–31].

Совсем недавно мы установили, что постепен-
ное возрастание частоты МПКП под действием
АЭА может быть связано с активацией именно
пресинаптических Ca2+-каналов L-типа, по-
скольку такое возрастание предотвращалось нит-
рендипином – блокатором этого типа каналов
[20]. В связи с этим, в данной работе мы также
проводили блокаду Ca2+-каналов L-типа при по-
мощи нитрендипина (1 мкМ) и исследовали на
этом фоне действие АЭА. Оказалось, что нитрен-
дипин, сам по себе не влияя на амплитуду и кван-
товый состав ПКП в залпах [21, 28], полностью
предотвращал возрастание этих параметров
быстрой синхронной секреции квантов АХ под
действием АЭА (рис. 2). Таким образом, блоки-
рование Са2+-каналов L-типа нитрендипином
способно предотвратить не только АЭА-индуци-
рованное усиление спонтанной секреции АХ в
моторных синапсах мыши в виде увеличения ча-
стоты МПКП: 0.44 ± 0.06 Гц в контроле (n = 15),
0.46 ± 0.07 Гц на фоне действия АЭА в присут-
ствии нитрендипина (n = 19, p > 0.05), но и потен-

цирование вызванной секреции АХ, проявляю-
щуюся в виде стойкого прироста квантового со-
става ПКП и их амплитуды.

Полученные результаты позволяют предпола-
гать, что АЭА оказывает в моторных синапсах
мыши пресинаптическое облегчающее действие
на вызванную секрецию АХ в виде увеличения
амплитуд и квантового состава ПКП по всему хо-
ду ритмических залпов. Мы впервые показали,
что такое потенцирующее действие АЭА связано,
видимо, с активацией потенциалзависимых Ca2+-
каналов L-типа и входом по ним кальция. Мы
также впервые установили, что механизм такого
облегчающего действия на вызванную актив-
ность моторных синапсов с участием L-типа
Ca2+-каналов предполагает вовлечение в секре-
цию АХ ранее молчавших активных зон и возрас-
танием размера пула синаптических везикул, не-
посредственно готовых к высвобождению (RRP).
Такой же механизм был отмечен нами ранее и в
случаях потенцирования квантового состава
ПКП с участием L-типа Ca2+-каналов при их рас-
тормаживании путем активации пресинаптиче-
ских Р2Х7-пуринорецепторов [25].

Ранее нами было показано, что пресинаптиче-
ское влияние АЭА на спонтанную секрецию АХ с
участием L-типа Ca2+-каналов предотвращается
блокированием СB1-типа рецепторов [20]. Это
позволяет нам предполагать, что и в случае с вы-
званной секрецией АХ эффекты АЭА реализуют-
ся через активацию CB1-рецепторов, однако это
требует отдельной проверки с использованием
блокатора CB1-рецепторов. Согласно классиче-
ским представлениям, в синапсах ЦНС эндокан-
набиноиды, действуя на пресинаптические СВ1-
рецепторы, сопряженные с Gi-белками, угнетают
активность аденилатциклазы и протеинкиназы А
(PKA) и тормозят функционирование Са2+-кана-
лов N- или P/Q-типов. Это главный механизм ре-
ализации канонического ретроградного тормо-
жения синаптической передачи с участием эндо-
каннабиноидов [4, 9, 10]. В нашей работе в
моторных синапсах впервые обнаружен некано-
нический – потенцирующий эффект АЭА в отно-
шении основного способа нервно-мышечной пе-
редачи – быстрой синхронной мультиквантовой
секреции АХ. Наши данные позволяют предпола-
гать, что механизм такого неканонического дей-
ствия АЭА заключается в его возможном дей-
ствии на пресинаптические СВ1-рецепторы, что
в конечном итоге приводит к развитию потенци-
ации спонтанной и вызванной секреции АХ по-
средством облегчения дополнительного преси-
наптического входа Са2+ по Са2+-каналам L-типа
и увеличения, за счет этого, размера пула готовых
к высвобождению везикул АХ в нервных терми-
налях синапсов за счет рекрутирования в этот пул
ранее молчавших активных зон и их везикул.
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Рис. 1. АЭА усиливает вызванную стимуляцией нерва синаптическую передачу в моторных синапсах диафрагмы. Ре-
презентативные записи МПКП (слева) и короткого высокочастотного залпа ПКП (справа) в контроле и на фоне дей-
ствия 30 мкМ АЭА (а). Изменение амплитуды (слева) и квантового состава ПКП (справа) по ходу залпа в контроле
(n = 16) и под действием АЭА (n = 24). На врезке – средняя амплитуда МПКП в контроле и на фоне АЭА (б). Графики
квантового состава ПКП по ходу залпа в зависимости от кумулятивного квантового состава ПКП в контроле и под
действием АЭА. Пересечение с осью Х, экстраполированное из начальной фазы депрессии, отражает размер пула ве-
зикул, непосредственно готовых к выбросу (RRP). АЭА вызывает увеличение размера RRP, но не вероятности выбро-
са квантов АХ (в). w – p < 0.05 по сравнению с контролем.

б

Контроль АЭА

60

30

20

10

0
49951

А
м

пл
ит

уд
а 

П
К

П
, м

В

Номер ПКП в залпе

50

40

454137332925211713

0

0.5

1.0

м
В 50

30

20

10

0
49951

К
ва

нт
ов

ы
й 

со
ст

ав
 П

К
П

Номер ПКП в залпе

Контроль АЭА

40

454137332925211713

aМПКП
Контроль

АЭА

1 мВ

25 мс

Залп ПКП
Контроль

15 мВ

100 мс

АЭА

Контроль
АЕА

50

30

20

10

0
1500250

К
ва

нт
ов

ы
й 

со
ст

ав
 П

К
П

Кумулятивный квантовый состав ПКП

40

12501000750500 Контроль АЕА

1250

1000

750

500

250

0

Ра
зм

ер
 R

R
P

0.05

0.04

0.03

0.02

0.01

0

В
ер

оя
тн

ос
ть

 в
ы

бр
ос

а

в

Во второй части работы мы исследовали дей-
ствие другого эндоканнабиноида 2-АГ (1 мкМ) на
вызванную секрецию АХ в нервно-мышечных си-

напсах диафрагмы мыши в течение коротких вы-
сокочастотных залпов синаптической активно-
сти. 2-АГ вызывал прирост амплитуды МПКП на
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треть по сравнению с контролем (рис. 3а, 3б).
При этом данный эндоканнабиноид не влиял на
частоту спонтанного выброса АХ – среднее зна-
чение этого параметра МПКП составило 0.57 ±
± 0.09 Гц в контроле (n = 16) и 0.58 ± 0.05 Гц под
действием 2-АГ (n = 20, p > 0.05). Такие измене-
ния в присутствии 2-АГ параметров МПКП, за-
регистрированные в моторных синапсах перед их
ритмической стимуляцией, совпадают с описан-
ными нами ранее потенцирующими эффектами
2-АГ в отношении спонтанной секреции АХ в мо-
торных синапсах мыши в препаратах с интактны-
ми мышечными волокнами. Нами также было
показано, что действие 2-АГ на параметры спон-
танной секреции АХ реализуются при активации
CB1-типа рецепторов [20].

Что касается вызванной стимуляцией нерва
мультиквантовой секреции АХ, то на фоне 2-АГ,
как и при действии АЭА, происходил значитель-
ный прирост амплитуд ПКП по всему ходу залпа
примерно на 40% по сравнению с контролем
(рис. 3а, 3б). Однако, в отличие от действия АЭА,
такое 2-АГ-индуцированное увеличение ампли-
туд ПКП не сопровождалось возрастанием их
квантового состава, поскольку происходило па-
раллельное увеличение амплитуд, соответствую-
щих одноквантовых МПКП (рис. 3б). Таким
образом, усиление вызванной активности нерв-
но-мышечных синапсов на фоне 2-АГ в виде воз-
растания амплитуд ПКП в залпе связано, видимо,
с увеличением размера отдельных квантов АХ в
составе мультиквантовых ПКП. В присутствии
блокатора CB1-рецепторов АМ251 (1 мкМ) 2-AГ
утрачивал способность увеличивать амплитуду
постсинаптических потенциалов (рис. 3в), что
позволяет предположить, что 2-AГ реализует свое

потенцирующее действие в отношении размера
квантов АХ, специфически активируя пресинап-
тические СB1-рецепторы и запуская, таким обра-
зом, сигнальный каскад, направленный на стиму-
ляцию транспорта АХ в везикулы. Аналогичный
эффект 2-АГ был получен нами и в нервно-мы-
шечных синапсах m. EDL. В присутствии 2-АГ
(1 мкМ) в моторных синапсах этой мышцы также
наблюдалось выраженное увеличение амплитуды
МПКП по сравнению с контролем (рис. 4). Как и
в нервно-мышечных препаратах диафрагмы, вы-
званное 2-АГ возрастание амплитуд МПКП не
сопровождалось изменениями частоты спонтан-
ной секреции АХ: в контроле значение этого па-
раметра МПКП составило 0.40 ± 0.06 Гц (n = 19),
а в присутствии 2-АГ – 0.45 ± 0.05 Гц (n = 24, p >
> 0.05). Под действием 2-АГ аналогично тому, что
происходило в моторных синапсах диафрагмы
мыши, в синапсах m.EDL было зарегистрировано
увеличение амплитуд ПКП по всему ходу корот-
кого высокочастотного залпа при неизменном
уровне квантового состава ПКП (рис. 4а). Блоки-
рование СB1-рецепторов AM251 (1 мкМ) в си-
напсах m. EDL, как и в диафрагмальных синапсах,
эффективно предотвращало 2АГ-индуцируемое
увеличение амплитуд спонтанных и вызванных
постсинаптических потенциалов (рис. 4б). Полу-
ченный результат однозначно свидетельствует об
облегчающем СB1-опосредованном действии 2-АГ
на нервно-мышечную передачу вне зависимости
от типа исследуемой мышцы.

Очевидно, что в основе потенцирования вы-
званной секреции АХ под действием 2-АГ лежит
иной механизм, чем при действии АЭА. Если в
случае с АЭА усиление нервно-мышечной пере-
дачи реализуется за счет количества синхронно

Рис. 2. АЭА-индуцированное потенцирование быстрой синхронной секреции квантов АХ, вызванной стимуляцией
нерва в моторных синапсах диафрагмы, происходит за счет демаскирования потенциалзависимых кальциевых кана-
лов L-типа. Изменение амплитуды (слева) и квантового состава ПКП по ходу залпа (справа) в контроле (n = 15) и под
действием 30 мкМ АЭА в присутствии 1 мкМ блокатора кальциевых каналов L-типа нитрендипина (n = 19). На врезке –
средняя амплитуда МПКП в контроле и на фоне АЭА в присутствии нитрендипина.
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Рис. 3. 2-АГ усиливает вызванную стимуляцией нерва синаптическую передачу в моторных синапсах диафрагмы. Ре-
презентативные записи МПКП (слева) и короткого высокочастотного залпа ПКП (справа) в контроле и на фоне дей-
ствия 1 мкМ 2-АГ (а). Изменение амплитуды (слева) и квантового состава ПКП (справа) по ходу залпа в контроле
(n = 16) и под действием 2-АГ (n = 20). На врезке – средняя амплитуда МПКП в контроле и на фоне 2-АГ (б). Измене-
ние амплитуды (слева) и квантового состава ПКП (справа) по ходу залпа в контроле (n = 18) и под действием 2-АГ в
присутствии обратного агониста CB1-рецепторов АМ251 (1 мкМ) (n = 29). На врезке – средняя амплитуда МПКП в
контроле и на фоне 2-АГ в присутствии AM251 (в). w – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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секретируемых квантов АХ в ответ на стимуля-
цию нерва, то в случае 2-АГ количество выбрасы-
ваемых в ответ на нервный импульс из терминали
квантов остается неизменным, но увеличивается
размер каждого одиночного кванта АХ. В под-
тверждение этому в нашей предыдущей работе
было выявлено, что прирост амплитуд МПКП,
зарегистрированных на нерассеченных нервно-
мышечных препаратах диафрагмы при действии
2-АГ, полностью предотвращается ингибирова-
нием везикулярного транспортера АХ везамико-
лом (1 мкМ) [20]. Таким образом, наблюдаемый
на фоне 2-АГ прирост амплитуды как МПКП, так
и ПКП при регистрации вызванной активности
моторных синапсов является, по-видимому,
следствием усиления транспорта АХ в синаптиче-
ские везикулы, т.е. обусловлен изменением про-

цессов, протекающих на пресинаптическом уровне.
Совсем недавно в условиях длительного воздей-
ствия синтетического агониста CB-рецепторов
на моторные синапсы мыши была выявлена
принципиальная возможность каннабиноид-инду-
цированного увеличения размера квантов АХ [18].

Известно, что усиление работы везикулярного
транспортера АХ в моторных синапсах может
быть связано с пресинаптической активностью
PKA [32–34]. Действительно, для CB-рецепторов
была показана возможность функциональной
сцепки c Gs-белками, которые при активации
CB-рецепторов стимулируют активность адени-
латциклазы, что приводит к увеличению уровня
cAMP в терминали и возрастанию активности
РKА [35, 36]. В связи с этим требовалось экспери-
ментально проверить предположение, что сиг-

Рис. 4. 2-АГ усиливает вызванную стимуляцией нерва синаптическую передачу в моторных синапсах длинного разги-
бателя пальцев (m. EDL). Изменение амплитуды (слева) и квантового состава ПКП (справа) по ходу залпа в контроле
(n = 19) и под действием 1 мкМ 2-АГ (n = 22). На врезке – средняя амплитуда МПКП в контроле и на фоне 2-АГ (а).
Изменение амплитуды (слева) и квантового состава ПКП (справа) по ходу залпа в контроле (n = 18) и под действием
2-АГ в присутствии обратного агониста CB1-рецепторов АМ251 (1 мкМ) (n = 20). На врезке – средняя амплитуда МП-
КП в контроле и на фоне 2-АГ в присутствии AM251 (б). w – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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нальный путь, запускаемый действием 2-АГ в мо-
торных синапсах мыши, может приводить к акти-
вации PKA и тем самым в конечном итоге к
усилению везикулярного транспорта и увеличе-
нию размера одиночных квантов АХ.

Для проверки данного предположения мы ис-
следовали влияние 2-АГ на секрецию АХ в нерв-
но-мышечных синапсах на фоне ингибитора PKA –
Н-89 (1 мкМ). Сам по себе Н-89 не оказывает
влияния на параметры ни спонтанной, ни вы-
званной нервно-мышечной активности [21, 33,
34]. Однако в присутствии H-89 2-AГ утрачивал
способность увеличивать амплитуды постсинап-
тических потенциалов как спонтанных МПКП,
так ПКП в коротких высокочастотных залпах
(рис. 5). Тем самым мы показали, что увеличение
размера кванта АХ, обусловленное действием 2-АГ,
действительно происходит с участием PKA.

Суммируя представленные в данной работе
результаты, можно заключить, что нами впервые
получены сведения о возможности неканониче-
ского потенцирующего действия не только на
спонтанную (в покое), но и на вызванную секре-
цию АХ при ритмической залповой активности
синапсов двух классических эндогенных канна-
биноидов, АЭА и 2-АГ. Мы показали, что оба эн-
доканнабиноида способны потенцировать вы-
званный выброс АХ, действуя пресинаптически
(и, вероятнее всего, через одни и те же СВ1-ре-
цепторы). При этом облегчение нервно-мышеч-
ной передачи в случае действия АЭА и 2-АГ про-
является через потенцирование разных парамет-
ров секреции АХ (возрастание квантового состава
ПКП или размеров квантов АХ, соответственно)
и реализацию принципиально разных механиз-

мов с вовлечением, по всей видимости, разных
сигнальных каскадов.

В настоящее время происходит пересмотр
классических представлений об однозначных и
традиционно тормозных эффектах каннабинои-
дов даже в синапсах ЦНС. Способность эндокан-
набиноидов оказывать облегчающее действие на
вызванную секрецию медиаторов хоть и считает-
ся примером их неканонической активности, но
подкрепляется в последнее время все большим
числом свидетельств [37–41]. Обсуждается воз-
можность сопряжения эндоканнабиноидных ре-
цепторов не только с Gi-, но и Gq-, а также Gs-ти-
пами G-белков. Так, в определенных синапсах
ЦНС стимуляция СВ1-рецепторов увеличивает
уровень cAMP, что является (хотя и непрямым)
доказательством активации эндоканнабиноида-
ми Gs-белков, приводящей к развитию некано-
нических эффектов [35, 36].

Показано также, что активация одного и того
же типа пресинаптических СВ1-рецепторов раз-
ными синтетическими агонистами или эндоген-
ными лигандами, такими как АЭА или 2-АГ,
может сопровождаться запуском множества
сигнальных каскадов [42–44]. Это явление, полу-
чившее название смещенного агонизма, выража-
ется в виде развития широкого спектра модулиру-
ющих эффектов в синапсах [18–20, 44]. Функци-
ональное разнообразие последствий активации
CB-рецепторов в настоящее время объясняется
наличием разных конформационных состояний
рецепторов, имеющих потенциальное сродство к
разным G-белкам. От того, какой агонист дей-
ствует на CB-рецептор, зависит стабилизация
этого рецептора в конформационном состоянии,

Рис. 5. 2-AГ-индуцированное увеличение амплитуд МПКП и ПКП, вызванных стимуляцией нерва в моторных синап-
сах диафрагмы, требует участия PKA. Изменение амплитуды (слева) и квантового состава ПКП по ходу залпа (справа)
в контроле (n = 15) и под действием 1 мкМ 2-АГ в присутствии 1 мкМ ингибитора PKA H-89 (n = 20). На врезке – сред-
няя амплитуда МПКП в контроле и на фоне 2-АГ в присутствии H-89.
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обеспечивающим активацию G-белков с опреде-
ленного составом субъединиц и последующим за-
пуском сигнальных путей, причем не обязательно
тормозящих секрецию медиатора [45, 46]. Кроме
смещенного агонизма при анализе синаптиче-
ских эффектов эндоканнабиноидов необходимо
учитывать возможность запуска G-белок-незави-
симых сигнальных путей за счет рекрутирования
к СB-рецепторам β-аррестинов с последующей
активацией сигнальных каскадов с участием ми-
тоген-активируемых протеинкиназ или системы
аденилатциклаза/cAMP, что может приводить к
вариабельным функциональным последствиям
[45, 47, 48].

Подобное разнообразие эффектов эндоканна-
биноидов и механизмов их реализации также бы-
ло выявлено и в нашей работе.

Является ли обнаруженное нами неканониче-
ское острое облегчающее действие двух классиче-
ских эндоканнабиноидов на вызванную кванто-
вую секрецию АХ следствием их избирательной
активности именно в периферических моторных
синапсах, или же оно отражает специфику тони-
ческого экзогенного действия этих сигнальных
молекул, отличную от эффектов эндоканнабино-
идов, выделяющихся в моторных синапсах эндо-
генно при определенных режимах их функциони-
рования, – вопросы, которые предстоит выяс-
нить в дальнейших специальных исследованиях.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией настоящей
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Noncanonical Potentiation of Acetylcholine Evoked Quantal Release Induced 
by Cannabinoids Anandamide- and 2-Arachidonoilglycerole 

in Mouse Motor Synapses

E. O. Tarasova1, N. A. Khotkina1, P. O. Bogacheva1, K. A. Chernyshev1, 
А. Е. Gaydukov1, *, О. P. Balezina1

1Biology Department, Moscow Lomonosov State University, Moscow, 119234 Russia

*e-mail: gaydukov@gmail.com

We studied the effects of the endocannabinoids anadamide (AEA) and 2-arachydonoilglycerol (2-AG) on the
evoked activity of mouse diaphragm and extensor digitorum longus (m. EDL) neuromuscular junctions
(NMJs). Using the microelectrode technique, spontaneous miniature endplate potentials (MEPPs) and mul-
tiquantal endplate potentials (EPPs) evoked by short rhythmic nerve stimulation trains (50 Hz, 1 s) were re-
corded. AEA (30 μM) caused an increase in the MEPP frequency but not in MEPP amplitude, which leadis
to an increase in amplitude and quantal content (QC) of each EPP in a train. Quantal analysis showed that
АЕА causes an enlargement of the size of the readily releasable pool of vesicles in motor terminals. The AEA-
induced increase in EPP amplitude and QC was prevented by L-type Са2+-channel blocker nitrendipine
(1 μM), which suggests that this channel type is upregulated upon the AEA application. 2-AG (1 μM) caused
an increase in MEPP amplitude but not in their frequency in mouse diaphragm NMJs. This was accompa-
nied by an increase in the EPP amplitude, whereas their QC remained at the control level. The same effect
was reproduced in synapses of m. EDL. The rise of the EPP amplitude caused by 2-AG was prevented by PKA
inhibition by H89 (1 μM). These data, together with previous evidence that blocking vesicular transport of
acetylcholine (ACh) abolishes the 2-AG-induced increase in MEPP amplitude, allows us to suggest that
2-AG stimulates ACh pumping into vesicles in a PKA-dependent way, thus causing an increase in the size of
a single ACh quanta. This work is the first to show a fast noncanonic facilitating action of AEA and 2-AG on
evoked mouse NMJ activity. AEA and 2-AG cause similar presynaptic and CB1-receptor-dependent changes
of neuromuscular transmission, but they exert their effects through two different ways, leading to facilitation
of different parameters of ACh secretion.

Keywords: neuromuscular junction, anandamide, 2-arachidonoyl glycerol, endplate potentials, L-type Ca2+

channels, quantal size
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