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ГАМКергических СТРУКТУР В СОМАТИЧЕСКОЙ МУСКУЛАТУРЕ 
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Методом иммунофлуоресцентной конфокальной микроскопии в соматической мышце кожно-му-
скульного мешка дождевого червя установлены ГАМКергические структуры, содержащие медиатор –
гамма-аминомасляную кислоту (ГАМК), фермент глутаматдекарбоксилазу (синтезирующий ГАМК),
мембранные ГАМК-транспортеры 1, 2, 3 типов, обеспечивающие ее обратный захват, пре- и пост-
синаптические ГАМК-рецепторы типа А. Данные образования локализованы в зонах холинергиче-
ских мионевральных синапсов. Предполагается, что ГАМК может участвовать в модуляции двига-
тельной активности соматической мускулатуры дождевого червя, реализуя свое влияние как на пре-,
так и на постсинаптических уровнях холинергических мионевральных синапсов.
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ВВЕДЕНИЕ
Соматическая мышца дождевого червя имеет

холинергическую иннервацию [1]. Мембрана мы-
шечных клеток совместно с ацетилхолиновыми
рецепторами (АХР) содержит рецепторы к гамма-
аминомасляной кислоте (ГАМК), функционально
подобные ГАМК-рецепторам А- и В-типов, селек-
тивная активация которых приводит к гиперполя-
ризации мышечной мембраны [2, 3]. Предполага-
ется, что наряду с холинергической иннервацией
соматическая мышца дождевого червя имеет
ГАМКергическую иннервацию, которая может
участвовать в модуляции двигательной активно-
сти. Механизмами такого влияния могут быть:
на пресинаптическом уровне – регуляция кван-
товой секреции ацетилхолина [4], на постсинап-
тическом – изменение величины мембранного
потенциала мышечных клеток [2, 3]. Однако пря-
мого подтверждения наличия функционирующих
ГАМКергических структур в соматической мышце
дождевого червя не имеется. Не установлена так-
же их пространственная связь с холинергически-
ми мионевральными синапсами. Таким образом,

целью настоящего исследования стала иммуно-
флуоресцентная идентификация присутствия в
зоне холинергических синапсов: ГАМК, фермента
синтеза ГАМК – глутаматдекарбоксилазы (ГДК),
трех типов (GAT-1, 2, 3) мембранных транспорте-
ров обратного захвата ГАМК, а также пре- и пост-
синаптических мембранных ГАМК-рецепторов,
что может служить доказательством присутствия
ГАМКергических структур, сопряженных с холи-
нергической иннервацией, в соматической мыш-
це дождевого червя Lumbricus terrestris. Необходи-
мо подчеркнуть, что тип Annelida, к которому от-
носится дождевой червь, является древнейшей
группой животных [5]. У представителей этого
типа эволюционно возникали способности ак-
тивного управления движением соматической
мускулатуры [6]. В этой связи данное исследова-
ние важно с фундаментальной точки зрения, по-
скольку позволит расширить представления о
формировании нервно-мышечной системы на
самых ранних этапах эволюционного развития
животного мира.

УДК 612.816:612.815.2:576.5:577.25



450

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 6  2023

НУРУЛЛИН и др.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект и приготовление препаратов. Выделен-

ные препараты фрагментов кожно-мускульного
мешка дождевого червя Lumbricus terrestris закреп-
ляли с помощью иголок на дне чашек Петри, за-
литых смолой Sylgard, и перфузировали раство-
ром Древеса–Пакса (состав в мМ: 77 NaCl, 4 KCl,
43 Na2SO4, 6 CaCl2, 2 Tris и 167 сахарозы; pH 7.4)
около 30 мин при комнатной температуре (22 ±
± 1°С). Далее в течение 30 мин препараты фикси-
ровали в 2% растворе параформальдегида, отмы-
вали 3 раза по 30 мин в фосфатно-солевом буфере
(ФБ, состав в мМ: 137 NaCl, 2.7 KCl, 4.3 Na2SO4,
1.4 KH2PO4; pH 7.2). Мышцы последовательно
инкубировали: 30 мин в 0.5% растворе Triton X-100;
15 мин в растворе, содержащем 5% козьей сыво-
ротки, 1% бычьего сывороточного альбумина (БСА)
и 0.5% Triton X-100; 15 мин в растворе 1% БСА и
0.5% Triton X-100 (раствор А). Все эти растворы
были приготовлены на основе ФБ.

Окрашивание препаратов. Препараты инкуби-
ровали в течение 12 ч при температуре 4°С в рас-
творе А с поликлональными антителами. Ис-
пользовали антитела против ГАМК; ферменту
ГДК; ГАМК-транспортерам GAT-1, 2, 3; α1, β2, γ2
субъединицам ГАМКА-рецептора; R1, R2 субъ-
единицам ГАМКB-рецептора; синаптофизину. Пре-
параты отмывали в растворе А 3 раза по 30 мин и
инкубировали 1 ч при 20°С с соответствующими
вторичными антителами, конъюгированными с
Alexa 488 или 647 (1 : 800) в растворе А. Окраши-
вание постсинаптических никотиновых АХР
производили с помощью тетраметилродамин-α-
бунгаротоксина (TMR-α-Б, 20 мкг/мл; время ин-
кубации 30 мин). Для подтверждения специфич-
ности связывания поликлональных антител с со-
ответствующими белками проводили контрольные
эксперименты. Для негативного контроля препа-
рат инкубировали с вторичными антителами без
предшествующей инкубации с первичными ан-
тителами. Для позитивного контроля производи-
ли инкубацию препарата с первичными антите-
лами в присутствии иммуногенного пептида, на
который вырабатывались первичные антитела.
Отсутствие окрашивания в контрольных экспе-
риментах указывает на специфичность связыва-
ния антител с соответствующими пептидами.

Микроскопия. После отмывки в ФБ, препара-
ты помещали в раствор ФБ с глицерином (1 : 1) и
размещали на предметном стекле для проведения
микроскопического исследования на лазерном
сканирующем конфокальном микроскопе Leica
TCS SP5 MP (Leica Microsystems, США). Исполь-
зовали масляный иммерсионный объектив 63×/1.4.
Для возбуждения эмиссии флуорофоров приме-
нялся аргоновый и гелий-неоновый лазеры. Длины
волн возбуждения для флуорофоров: Alexa 488 –
488 нм, TMR – 543 нм, Alexa 647 – 633 нм. Анализ

полученных конфокальных изображений прово-
дили в программе ImageJ (NIH, США).

Реактивы. В работе использовали парафор-
мальдегид, Tris, ФБ, Triton X-100, нормальную ко-
зью сыворотку, БСА, TMR-α-Б, глицерин (Sigma-
Aldrich); первичные поликлональные антитела и
соответствующие им иммуногенные пептиды
(Santa Cruz Biotechnologies, США); вторичные
антитела, меченные флуорофорами Alexa 488 и
Alexa 647 (Invitrogen, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Нервные окончания в соматической мускула-

туре дождевого червя окрашивались антителами
против мембранного гликопротеида синаптофи-
зина, который в больших количествах присутствует
в синаптических везикулах [7, 8]. Постсинапти-
ческие никотиновые АХР выявлялись окрашива-
нием образцов флуоресцентным TMR-α-Б [9].
При иммуногистохимическом окрашивании фраг-
ментов кожно-мускульного мешка антителами
против ГАМК, синаптофизина и постсинаптиче-
ских АХР была обнаружена колокализация всех
трех флуоресцентных маркеров (рис. 1а–1д, па-
нель 1). Это указывает на присутствие ГАМК в
локальной зоне холинергических мионевральных
синапсов. Локализация фермента ГДК, выявляе-
мая при иммуногистохимическом окрашивании,
также совпадала с зоной концевой пластинки хо-
линергического синапса (рис. 1а–1д, панель 2).
Этот результат указывает на то, что в зоне холи-
нергического синапса находятся структуры,
способные как синтезировать, так и секретиро-
вать ГАМК.

Имунногистохимическое окрашивание фраг-
ментов кожно-мускульного мешка дождевого червя
выявило также присутствие трех типов мембран-
ных транспортеров ГАМК: GAT-1 (рис. 2, панель 1),
GAT-2 (рис. 2, панель 2), GAT-3 (рис. 2, панель 3),
локализация которых совпадала с локализацией
синаптофизина (рис. 2а, 2б, 2г, панели 1–3) и
постсинаптических никотиновых АХР (рис. 2а,
2в, 2д, панели 1–3). Таким образом, полученные
данные прямо свидетельствуют о наличии в зоне
холинергических мионевральных синапсов сома-
тической мышцы червя всех трех типов мембран-
ных транспортеров, обеспечивающих обратный
захват ГАМК из примембранных клеточных про-
странств [10]. Этот процесс обратного транспорта
ГАМК является важнейшим механизмом регуля-
ции концентрации ГАМК в межклеточных про-
странствах. Эксперименты с иммуногистохими-
ческим выявлением субъединиц α1 (рис. 3, па-
нель 1), β2 (рис. 3, панель 2) и γ2 (рис. 3, панель 3)
ГАМКА-рецептора обнаружили их присутствие в
зоне синаптического холинергического контакта,
поскольку локализация их флуоресцентного мар-
кера совпадала с таковым для синаптофизина
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Рис. 1. Флуоресцентное тройное окрашивание препарата соматических мышечных волокон дождевого червя Lumbri-
cus terrestris. а – Окрашивание антителами против ГАМК (красный цвет; панель 1), против фермента ГДК (красный цвет;
панель 2); б – окрашивание антителами против пресинаптического белка синаптофизина (зеленый цвет); в – окрашива-
ние TMR-α-Б постсинаптических никотиновых АХР (желтый цвет); г – наложение изображений а и б; д – наложение
изображений а и в. Масштабная линейка: 10 мкм.

a б в г д

a б в г д

1

2

Рис. 2. Выявление ГАМК-транспортеров (GAT-1, 2, 3) при флуоресцентном тройном окрашивании препарата сомати-
ческих мышечных волокон дождевого червя. а – Окрашивание антителами к GAT-1 (красный цвет; панель 1), GAT-2
(красный цвет; панель 2), GAT-3 (красный цвет; панель 3); б – окрашивание антителами к пресинаптическому белку
синаптофизину (зеленый цвет); в – окрашивание никотиновых АХР при помощи TMR-α-Б (желтый цвет); г – нало-
жение изображений а и б; д – наложение изображений а и в. Масштабная линейка: 10 мкм.

a б в г д

a б в г д

a б в г д

1

2

3
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(рис. 3а, 3б, 3г, панели 1–3) и никотиновых АХР
(рис. 3а, 3в, 3д, панели 1–3). Аналогичные ре-
зультаты получены с окрашиванием субъединиц
R1 (рис. 4, панель 1) и R2 (рис. 4, панель 2) ГАМ-
КВ-рецептора, локализация которых также сов-
падала с локализацией синаптофизина (рис. 4а,
4б, 4г) и никотиновых АХР (рис. 4а, 4в, 4д). Таким
образом, в зоне холинергического мионеврально-
го синапса соматической мышцы дождевого чер-
вя присутствуют два типа ГАМК-рецепторов:
ионотропные рецепторы типа А [11] и метабо-
тропные рецепторы типа В [12].

Полученные данные позволяют сформулиро-
вать следующий вывод. В зоне холинергиче-
ских мионевральных синапсов в соматической
мышце дождевого червя присутствуют полно-
ценные ГАМКергические структуры, включающие
все обязательные компоненты, в их числе: медиа-
тор ГАМК; фермент, синтезирующий ГАМК, –
ГДК; мембранные транспортеры всех трех типов,
обеспечивающие обратный захват ГАМК, а также
пре- и постсинаптические ГАМК-рецепторы ти-
па А и В. Возникает закономерный вопрос, какие
структуры являются продуцентами ГАМК? Мож-
но выдвинуть следующие три гипотезы. Первая

гипотеза: в зоне концевых пластинок холинерги-
ческих мионевральных синапсов имеются нерв-
ные терминали ГАМКергических нейронов. Од-
нако для подтверждения данного предположения
необходимы дополнительные морфологические
ультраструктурные исследования, которые смогут
показать наличие двух типов нервных окончаний
в локальной зоне нервно-мышечного контакта.
Вторая гипотеза: это клетки глиальной нервной
ткани. Подобное предположение соответствует
данным литературы [13, 14]. При этом ГАМК мо-
жет выступать в качестве глиотрансмиттера [15, 16].
И, наконец, третье предположение: ГАМК высту-
пает как комедиатор в холинергических синапсах
[17, 18]. Последняя гипотеза не противоречит вто-
рому предположению. Тем не менее, имеющиеся
в нашем распоряжении данные не позволяют сде-
лать окончательный вывод в пользу той или иной
выдвинутой нами гипотезы или их сочетания.
Данный вопрос на данном этапе исследований,
по-видимому, следует оставить открытым. В то
же время проведенные нами исследования поз-
воляют заключить, что в зоне холинергических
мионевральных синапсов соматической мыш-
цы дождевого червя присутствуют полноценные

Рис. 3. Выявление субъединиц α1, β2, γ2 ГАМКА-рецептора при тройном флуоресцентном окрашивании препарата
соматических мышечных волокон дождевого червя. а – Окрашивание антителами к субъединицам α1 (красный цвет;
панель 1), β2 (красный цвет; панель 2), γ2 (красный цвет; панель 3) ГАМКА-рецептора; б – окрашивание антителами к
пресинаптическому белку синаптофизину (зеленый цвет); в – окрашивание никотиновых АХР при помощи TMR-α-Б
(желтый цвет); г – наложение изображений а и б; д – наложение изображений а и в. Масштабная линейка: 10 мкм.

a б в г д

a б в г д

a б в г д

1

2

3
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ГАМКергические структуры, способные синте-
зировать, осуществлять секрецию и обратный
захват медиатора, а также взаимодействовать с
пре- и постсинаптическими ионотропными и ме-
таботропными рецепторами. Известно, что в
холинергических синапсах позвоночных ГАМК
способна модулировать как квантовую, так и не-
квантовую секрецию медиатора, реализуя свое
действие через активацию метаботропных рецеп-
торов В-типа [4]. Аппликация ГАМК на клетки
соматической мышцы дождевого червя вызывает
гиперполяризацию мышечных мембран посред-
ством селективной активации ГАМК-рецепторов
А и В-типов. Последние реализуют свое действие
посредством увеличения вклада “амперогенного
насосного компонента” Na+/K+-насоса и актив-
ного Cl–-симпорта в интегральную величину
мембранного потенциала покоя [2, 3]. Кроме то-
го, в литературе имеются данные о функциональ-
ном сопряжении потенциал-зависимых Са2+-ка-
налов и метаботропных ГАМКB-рецепторов че-
рез G-белки [12, 19]. В нейронах активация
ГАМКB-рецепторов модулирует активность по-
тенциал-зависимых Са2+-каналов L, N, P/Q, R,
T-типов [20–22]. Вход кальция через данные ти-
пы каналов запускает экзоцитоз синаптических
везикул [23–25], а временное встраивание потен-
циал-зависимых Са2+-каналов в везикулярные
мембраны в процессе экзоцитоза запускает быст-
рый и медленный эндоцитоз, что обеспечивает
связывание процессов экзоцитоза и эндоцитоза
везикул [26]. Как нами было показано ранее,
потенциал-зависимые Са2+-каналы экспресси-
руются в зоне нервно-мышечного контакта сома-

тической мускулатуры дождевого червя [27, 28].
Вполне возможно, что в холинергических мио-
невральных синапсах дождевого червя один из
кальциевых механизмов регуляции экзо- и эндо-
цитоза везикул осуществляется при участии мета-
ботропных ГАМКB-рецепторов.

Таким образом, есть основания считать, что
ГАМКергические структуры могут участвовать
как в модуляции холинергической секреции в
мионевральных синапсах, так и в регуляции по-
рога возбудимости мышечных мембран и, в ко-
нечном счете, двигательной активности сомати-
ческой мышцы дождевого червя.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
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Immunofluorescent Identification of GABAergic Structures
in the Somatic Muscle of the Earthworm Lumbricus terrestris

L. F. Nurullin1, 2, *, N. D. Almazov2, E. M. Volkov2, **
1Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics, Kazan Scientific Center of the Russian Academy of Sciences,

Kazan, 420111 Russia
2Kazan State Medical University, Kazan, 420012 Russia

*e-mail: lenizn@yandex.ru
**e-mail: euroworm@mail.ru

Using the immunofluorescence confocal microscopy, we detected the following GABAergic structures in the
somatic muscle of the body wall of the earthworm: neurotransmitter gamma-aminobutyric acid (GABA); the
enzyme responsible for synthesis of GABA, glutamate decarboxylase; type 1, 2, and 3 membrane transporters
of GABA providing its reuptake; pre- and postsynaptic type A (ionotropic) and type B (metabotropic) GABA
receptors. These structures are localized in the areas of cholinergic neuromuscular synapses. We assume that
GABA can participate in modulation of motor activity of the earthworm somatic muscles both at pre- and
postsynaptic levels of cholinergic neuromuscular synapses.

Keywords: GABA, glutamate decarboxylase, membrane GABA transporters, GABA receptors of type A and
type B, cholinergic neuromuscular synapses, earthworm Lumbricus terrestris
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