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Гамма-аминомасляную кислоту (ГАМК) принято рассматривать как сигнальную молекулу в синап-
сах центральной нервной системы, где она играет роль основного тормозного нейромедиатора в
зрелом мозге и участвует в процессе нейрогенеза. Недавно были получены данные, указывающие на
то, что ГАМК может участвовать и на ранних этапах процесса развития скелетной мышечной ткани.
В настоящем исследовании, выполненном на культуре миоцитов крысы, было проанализировано
влияние экзогенной ГАМК на процесс слияния миоцитов в миотрубки (по анализу такого морфо-
метрического показателя как “индекс слияния”). Добавление аминокислоты в культуру приводило
к значительному концентрационно-зависимому угнетению (вплоть до полной остановки) процесса
образования миотрубок. Из возможных белков, способных опосредовать влияние аминокислоты,
рассматривались ГАМКА рецепторы и транспортеры ГАМК (GAT-2). Методами иммуногистохи-
мии были получены доказательства наличия этих белков на культивируемых клетках. Блокада
ГАМКА рецепторов габазином никак не сказывалась на индексе слияния, и ГАМК в его присут-
ствии продолжала оказывать свое угнетающее действие. Ингибирование ГАМК транспортеров ни-
пекотиковой кислотой само по себе снижало индекс слияния миоцитов, однако на фоне действия
блокатора транспортеров собственный эффект ГАМК уже отсутствовал. Полученные данные согла-
суются с высказанной гипотезой об участии аминокислоты ГАМК на ранних этапах развития ске-
летной мускулатуры и предполагают, что угнетающий эффект экзогенной аминокислоты может
быть обусловлен увеличением ее концентрации в саркоплазме, поскольку и добавление блокатора
ГАМК транспортеров и повышение внеклеточной концентрации ГАМК негативно сказываются на
образовании миотрубок.
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение процессов миогенеза и сигнальных

путей его регуляции имеет не только фундамен-
тальное, но и прикладное значение, поскольку
это позволяет понять причины возникновения
ряда заболеваний, связанных с изменениями в
мышечном аппарате, и способствует разработке
подходов для их лечения. Кроме того, эти знания
создают фундамент для направленных исследова-
ний в области тканевой инженерии и регенера-
тивной клеточной терапии для лечения атрофии
мышц различного генеза и восстановления ске-
летной мышцы вследствие травматического по-
вреждения.

Процесс образования любой скелетной мыш-
цы из клеток предшественников – миобластов,
достаточно сложный, и в нем выделяют несколь-
ко стадий, среди которых одной из ключевых яв-
ляется стадия слияния миоцитов в миотрубки
(незрелые мышечные волокна) [1].

К настоящему моменту установлен целый ряд
генов и сигнальных каскадов, управляющих про-
цессами слияния мышечных клеток в миотруб-
ки [2]. Относительно недавно были получены
экспериментальные свидетельства, указывающие
на то, что в процессе миогенеза у млекопитающих
может участвовать и такая сигнальная молекула
как гамма-аминомасляная кислота (ГАМК), ко-
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торую ранее рассматривали исключительно в ка-
честве одного из основных нейромедиаторов цен-
тральной нервной системы [3]. Молекулы этой
аминокислоты обнаруживаются в цитоплазме как
развивающихся миоцитов, так и в образуемых
миотрубках. По мере созревания мышечного во-
локна количество ГАМК снижается, и в зрелых
волокнах она не обнаруживается [4]. Это и позво-
лило предположить участие данной аминокисло-
ты на ранних стадиях миогенеза. В пользу данного
предположения свидетельствуют эксперименталь-
ные данные, демонстрирующие угнетение про-
цесса слияния миоцитов при повышении внекле-
точной концентрации ГАМК [5]. Однако каков
механизм этого влияния аминокислоты, и какие
белки могут опосредовать данный процесс, оста-
валось до сих пор не выясненным, что и стало це-
лью настоящего исследования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты проводили на культуре миоци-
тов, выделенных из икроножной мышцы 3-днев-
ных крыс, согласно протоколу [6]. Процесс обра-
зования миотрубок в культуре оценивался по
подсчету “индекса слияния”, который определя-
ется как соотношение числа ядер в миотрубках к
общему числу ядер в поле зрения [7]. Для визуа-
лизации ядер препараты окрашивали 2% раство-
ром орсеина (Fluka, Испания). При подсчете ин-
декса слияния оценивали не менее 20 полей зре-
ния на каждом препарате.

Иммуноцитохимическое окрашивание препа-
ратов проводили по методике, описанной нами
ранее [4]. Наличие в мембранах культивируемых
клеток белков-кандидатов, способных опосредо-
вать влияние внеклеточной ГАМК (ГАМКА рецеп-
торы и ГАМК транспортеры), оценивали с помо-
щью соответствующих специфических антител:
для рецепторов – GABAA (1 : 200, Santa Cruz Bio-
technology, США), для транспортеров – GAT-2
(1 : 200, Alamone Labs, Израиль). Было проанали-
зировано не менее 500 клеток в каждом образце
для каждой из 3 индивидуально полученных кле-
точных культур.

Добавление в культуру фармакологических пре-
паратов осуществлялось однократно на 3-и сут
культивирования, оценку параметров проводили
через 24 ч после внесения препаратов. В исследо-
вании использовали: ГАМК (1–100 мМ, Sigma-
Aldrich, США), антагонист ионотропных ГАМКА
рецепторов габазин (10 мМ, Sigma-Aldrich) и бло-
катор ГАМК транспортеров нипекотиковую кис-
лоту (10 мМ, Sigma-Aldrich).

В экспериментах было проанализировано 12 ин-
дивидуально полученных культур миоцитов и для
каждой серии было использовано от 3 до 6 препа-
ратов. В каждом эксперименте с культурой имел-

ся свой контроль (культура без внесения фарма-
кологических препаратов), при этом достоверной
разницы между контрольными значениями обна-
ружено не было.

Данные представлены в виде средних значе-
ний ± стандартная ошибка среднего. Статистиче-
скую значимость различий оценивали с помощью
ANOVA. Различия считали значимыми при p <
< 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В результате культивирования высеянных мио-

цитов первые миотрубки, которые идентифици-
ровались как клеточные элементы, содержащие 3
и более ядер, выявлялись уже на 3-и сут. На 4-е сут в
культуре идентифицировалось значительное коли-
чество образованных миотрубок, которые имели
в среднем по 6 ядер. Индекс слияния составил
0.15, т.е. 15% ядер от всей популяции культивиру-
емых клеток находилось в составе миотрубок.

При добавлении в среду ГАМК в концентра-
ции 1 мМ наблюдалось снижение индекса слия-
ния на 27% (p < 0.05, рис. 1). При этом миотрубки
содержали в среднем по 7 ядер.

При повышении концентрации аминокислоты
до 10 мМ имело место более выраженное сниже-
ние индекса слияния, величина которого умень-
шалась на 47% (p < 0.05, рис. 1). Среднее значение
количества ядер составляло 6 и не отличалось от
контроля (p > 0.05). Однако было отмечено, что,
если в контрольных культурах и культурах с до-
бавлением 1 мМ ГАМК обнаруживались мио-
трубки, содержащие более 20 ядер, то в случае с
10 мМ таких клеточных элементов обнаружено не
было.

Дальнейшее повышение концентрации экзо-
генно добавляемой аминокислоты до 100 мМ
привело к выраженному угнетающему эффекту
на процесс образования миотрубок. Индекс сли-
яния по сравнению с контролем снизился на 73%
(p < 0.05, рис. 1). При этом в культуре обнаружи-
вались редкие миотрубки, содержащие максимум
3 ядра.

Таким образом, увеличение концентрации не-
протеиногенной аминокислоты ГАМК угнетает
процесс слияния миоцитов в культуре. При этом
снижается не только количество образуемых мио-
трубок, но и общее количество ядер в них. Эти ре-
зультаты полностью подтверждают недавно полу-
ченные нами данные о негативном влиянии экзо-
генной аминокислоты на процесс миогенеза [5].

На основании того, что ГАМК присутствует в
саркоплазме как миоцитов, так и в образующихся
миотрубках, и в развивающихся мышечных во-
локнах [4], были сделаны следующие предполо-
жения: (i) ГАМК играет некую межклеточную
сигнальную функцию, которая влияет на процесс
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развития мышечной ткани; (ii) ГАМК тем или
иным образом участвует в клеточном метаболиз-
ме, сопровождающим процесс миогенеза. Про-
верка этих предположений и легла в основу даль-
нейших этапов настоящего исследования, в кото-
ром ГАМК использовали в концентрации 10 мМ.

Сигнальная функция ГАМК опосредуется как
рецепторами, так и транспортерами [8, 9]. По-
скольку на культуре миоцитов Xenopus были вы-
явлены ионотропные функциональные ГАМКА
рецепторы, а в нервно-мышечном синапсе крысы
обнаружены транспортеры ГАМК GAT-2 [10, 11],
то именно на них и решено было сосредоточить
внимание в нашем исследовании.

Иммуногистохимическое окрашивание куль-
туры миоцитов на ГАМКА рецепторы не выявило
наличия этих рецепторов на миоцитах. В то же
время на поверхности образуемых в культуре
миотрубок наблюдалось специфическое окраши-
вание (рис. 2), свидетельствующее о том, что мио-
трубки млекопитающих экспрессируют ГАМКА
рецепторы.

При иммуногистохимическом окрашивании
культуры на транспортер ГАМК (GAT-2) были
получены следующие данные. На 1-е сут иммуно-
положительную реакцию к антителам имели еди-

ничные миоциты. На 2-е сут их количество увели-
чивалось. На 3-и сут флуоресцентный сигнал ис-
ходил как от миоцитов, так и от миотрубок,
демонстрируя достаточно яркую специфическую
окраску (рис. 2).

Следовательно, в культуре миоцитов крысы
клетки экспрессируют оба мембранных белка
ГАМКергической сигнализации, способных опо-
средовать действие экзогенно добавляемой ГАМК.

Возможность участия ГАМКА рецепторов в
угнетающем влиянии аминокислоты на процесс
образования миотрубок оценивали с помощью
аппликации блокатора этого типа рецепторов га-
базина [12]. Добавление только данного антаго-
ниста в концентрации 10 мМ не оказало никакого
влияния на индекс слияния миоцитов, а в при-
сутствии габазина ГАМК продолжала оказывать
свое угнетающее влияние на образование мио-
трубок в полном объеме и индекс слияния сни-
зился на 50% (рис. 3). Следовательно, механизм
ингибирующего действия ГАМК на процесс об-
разования миотрубок никак не затрагивает ионо-
тропные ГАМКА рецепторы, экспрессирующиеся
на сарколемме развивающихся мышечных волокон.

Для оценки роли транспортеров ГАМК в меха-
низме угнетающего миогенез эффекта экзоген-

Рис. 1. Угнетающее влияние ГАМК на процесс образования миотрубок из миоцитов крыс: изменения индекса слия-
ния миоцитов на 4-е сут культивирования после 24 ч аппликации различных концентраций аминокислоты. Темно-се-
рый столбик – значение индекса слияния в контрольной группе. Данные представлены как среднее ± стандартная
ошибка среднего. * p < 0.05 по сравнению с контролем.
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ной аминокислоты использовали ингибитор этих
белков – нипекотиковую кислоту [13]. Апплика-
ция этого фармакологического агента в концен-
трации 10 мМ привело к снижению индекса сли-
яния на 43% от контроля (p < 0.05). В то же время
ГАМК в присутствии нипекотиковой кислоты
полностью теряла способность оказывать угнета-

ющее влияние на миогенез, и значение индекса
слияния при совместной аппликации аминокис-
лоты и блокатора не отличалось от значения, по-
лученного только в присутствии нипекотиковой
кислоты (рис. 4).

Полученные данные свидетельствуют о том,
что в исследуемой культуре присутствуют и функ-

Рис. 2. Иммунопозитивное окрашивание культуры миоцитов и образуемых миотрубок на наличие ГАМКА рецепторов
(слева) и транспортеров ГАМК GAT-2 (справа). Масштаб – 25 мкм. Стрелками указаны примеры паттернов иммуно-
позитивного окрашивания (светлые участки).

Рис. 3. Отсутствие эффекта блокатора ГАМКА рецепторов габазина (10 мМ) на индекс слияния миоцитов и наличие
угнетающего миогенез действия ГАМК (10 мМ) в присутствии блокатора рецепторов. Изменения индекса слияния
миоцитов выражены в % от контрольного значения для образцов без внесения фармакологических агентов, принятого
за 100%. Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего. * p < 0.05 по сравнению с контролем.
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ционируют ГАМК транспортеры (как минимум,
GAT-2), и их инактивация приводит к ингибиро-
ванию образования миотрубок.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящем исследовании на культуре мио-

цитов млекопитающего получены следующие
основные результаты. Во-первых, увеличением
концентрации экзогенной ГАМК можно добить-
ся практически полного ингибирования процесса
слияния миоцитов в миотрубки. Во-вторых, бло-
када ГАМКА рецепторов никак не отражается на
процессе слияния миоцитов и не влияет на разви-
тие угнетающего эффекта внеклеточной ГАМК.
В-третьих, блокада ГАМК транспортеров миоци-
тов негативно сказывается на образовании мио-
трубок в культуре, однако на фоне инактивации
этих мембранных белков устраняется собствен-
ный угнетающий эффект ГАМК.

Физиологическое действие на клетку экстрак-
леточной ГАМК в большинстве своем опосреду-
ется активацией специфических рецепторов к
этой аминокислоте: ионотропных ГАМКA и мета-
ботропных ГАМКB рецепторов [14, 15]. Относи-
тельно недавно особняком выделяли также ионо-

тропные ГАМКC рецепторы, однако в настоящее
время эти белки принято обозначать как ГАМКρ
рецепторы и относить их к группе ГАМКA
(ГАМКA-ρ) [15, 16]. Доказано непосредственное
участие рецепторов ГАМК в регуляции миграции
и пролиферации как нейрональных [17], так и не
нейрональных клеток [18]. В нашем случае мы по-
лучили доказательства отсутствия участия ГАМКА
рецепторов в механизме реализации эффекта эк-
зогенного ГАМК на миогенез. Возможно, что ре-
цепторы ГАМКB или ГАМКA-ρ (наличие которых
на миоцитах и миотрубках, в отличие от ГАМКА
рецепторов, еще не подтверждено) могли бы опо-
средовать воздействие экзогенной ГАМК, однако
это маловероятно, поскольку эффект ГАМК пол-
ностью отсутствовал на фоне блокатора ГАМК
транспортеров.

Выявленный нами факт снижения индекса
слияния миоцитов при ингибировании ГАМК
транспортеров и отсутствие на этом фоне эффекта
экзогенно апплицируемой ГАМК позволяет пред-
положить значительную роль именно внутрикле-
точной ГАМК. Согласно классическим представ-
лениям о ГАМКергической сигнализации в нерв-
ной системе, функционирование транспортеров
аминокислоты направлено на удаление ГАМК из

Рис. 4. Угнетающий эффект блокатора ГАМК транспортеров нипекотиковой кислоты (НК, 10 мМ) на процесс обра-
зования миотрубок и отсутствие влияния ГАМК (10 мМ) при совместной аппликации с этим блокатором (НК +
+ ГАМК). Изменения индекса слияния миоцитов выражены в % от контрольного значения для образцов без внесения
фармакологических агентов, принятого за 100%. Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего.
* p < 0.05 по сравнению с контролем.
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внеклеточного пространства [19, 20]. Однако в
условиях отсутствия синапса функционирование
ГАМКергической системы может кардинально
изменяться. Установлено, что в развивающихся
нейронах ГАМКА рецепторы, которые способны
пропускать ионы хлора, вызывают не гиперполя-
ризацию, как в зрелых нейронах, а наоборот, де-
поляризацию [21]. О возможности реверсивной
работы ГАМК транспортеров, при которой имеет
место выкачивание молекул аминокислоты из
клетки во внеклеточное пространство известно
достаточно давно [22] и этот феномен уже под-
твержден многократно не только в развивающих-
ся, но и в зрелых клетках [23–25], и в частности,
для транспортеров GАТ-2/3 типа [20, 26]. Оказа-
лось, что различные подтипы транспортеров мо-
гут проявлять разные “реверсивные профили” [27].

Одним из объяснений того, что и ингибирова-
ние ГАМК транспортеров, и увеличение экстрак-
леточной концентрации ГАМК приводит к угне-
тению процесса слияния миоцитов, может быть
увеличение внутриклеточного содержания ами-
нокислоты. В пользу этого предположения свиде-
тельствуют экспериментальные данные о том, что
транспортер ГАМК обычно работает при некото-
ром “равновесии” в концентрации аминокисло-
ты по обе стороны мембраны, и его (транспортер)
можно легко запустить работать в обратном на-
правлении путем увеличения цитозольной ГАМК
[25]. Однако, каково в действительности направ-
ление переноса ГАМК через ГАМК транспорте-
ры в культуре миоцитов в норме и при повышен-
ной концентрации аминокислоты в экстракле-
точной среде, пока остается неизвестным. Ответ
на этот вопрос может быть получен в дальнейшем
при оценке внутриклеточного уровня ГАМК в
условиях ингибирования транспортеров и аппли-
кации в культуру экзогенной ГАМК.

Таким образом, в настоящем исследовании
были получены результаты, подтверждающие
ранее высказанное предположение об участии
ГАМК в ранних этапах развития скелетной муску-
латуры [4, 5]. Механизм угнетающего влияния
аминокислоты на процесс образования миотру-
бок реализуется при участии трансмембранных
транспортеров ГАМК.
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The Study of the Mechanism of Gamma-Aminobutyric Acid Inhibitory Effect 
on the Myotube Formation Process in Cell Culture
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Gamma-aminobutyric acid (GABA) is commonly regarded as a signaling molecule in CNS synapses, where
it plays the role of the main inhibitory neurotransmitter in the mature brain and is involved in the process of
neurogenesis. Recently, data have been obtained indicating that GABA can also be involved in the early stages
of the skeletal muscle development process. In the present study performed on rat cultured myocytes, we
analyzed the effect of exogenous GABA on the process of myocyte fusion into myotubes as assessed by the
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morphometric parameter “fusion index”. Addition of GABA to the cell culture resulted in a significant con-
centration-dependent inhibition, up to complete cessation, of myotube formation. Of possible proteins that
can mediate this effect, GABAA receptors and GABA transporters (GAT-2) have been considered. Evidence
of the presence of these proteins on cultured cells was obtained by immunohistochemistry methods. The
blockade of GABAA receptors by gabazine had no effect on the fusion index, and GABA exerted its inhibitory
effect in the presence of gabazine. Inhibition of GABA transporters by nipecotic acid, in itself, reduced the
myocyte fusion index; however, there was no effect of GABA in the presence of this blocker of GABA trans-
porters. The data obtained are consistent with the hypothesis about the participation of GABA in the early
stages of skeletal muscle development. Results suggest that the inhibitory effect of exogenous GABA may be
due to an increase in its concentration in the sarcoplasm, since both the addition of a GABA transporter in-
hibitor and an increase in the extracellular concentration of GABA inhibited the formation of myotubes.

Keywords: myogenesis, myocyte, myotube, GABA
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