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Изучены быстрые реакции ключевых интернейронов в составе дыхательной (RPeD1), локомоторной
(LPeD1) и кардиорегуляторной (VD1/RPaD2) сетей центральных нервных ганглиев моллюска Lymnaea
stagnalis при действии D-глюкозы (1 и 10 мМ). В условиях выраженной гипергликемии (10 мМ) отме-
чены усиление частоты импульсации VD1/RPaD2 и ее снижение в отношении LPeD1, наблюдаемые
уже на первой минуте после воздействия, при неизменности указанного показателя для RPeD1. Добав-
ление в среду инкубации глюкозы в меньших концентрациях (1 мМ) не приводит к статистически до-
стоверным изменениям показателей электрической активности для всех исследованных нейронов. На-
блюдаемые эффекты не связаны в возрастанием содержания активных форм кислорода (АФК) в цито-
плазме, поскольку использование флуоресцентного зонда (2',7'-дихлородигидрофлуоресцеин
диацетата) не выявило их накопление в суспензии клеток нервных ганглиев в ответ на действие глюко-
зы (10 мМ) в краткосрочном (5 мин) периоде по сравнению с контрольными условиями. Анализ формы
потенциала действия в условиях гипергликемии (глюкоза, 10 мМ), для высокочувствительных к дей-
ствию глюкозы нейронов (VD1/RPaD2), выявил возрастание скорости деполяризации мембраны
для достижения порогового потенциала на фоне неизменности других фаз спайка. Предполагает-
ся, что эффекты глюкозы в отношении частотных характеристик исследованных центральных ней-
ронов Lymnaea обусловлены модификацией (интенсификацией) работы электрогенного Na+-глюкоз-
ного котранспортера и зависят от функциональной принадлежности клеток.
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ВВЕДЕНИЕ

Способность к детектированию содержания
глюкозы в окружающем клетку пространстве явля-
ется характерным свойствам целого ряда централь-
ных нейронов позвоночных [1, 2] и беспозвоноч-
ных [3, 4] животных. Наличие таких структур обес-
печивает эффективную работу функциональной
системы, направленную на поддержание постоян-
ного уровня глюкозы во внутренней среде организ-
ма [5], что в целом характерно для позвоночных,
и/или инициирует определенные поведенческие
ответы, преимущественно связанные с пищедобы-
чей, как это отмечено для ряда беспозвоночных,
включая моллюсков [4]. В этой связи глюкозу мож-
но рассматривать в качестве сигнальной молекулы,
диффузно распространяющейся во внутренней
среде организма (кровь/гемолимфа, интерстици-
альная жидкость) и обеспечивающей неспецифи-
ческие экстрасинаптические эффекты в отноше-

нии целого комплекса нервных клеток, как это ха-
рактерно для факторов объемной передачи сигнала
[6]. Однако неясно, будет ли действие глюкозы в
отношении различных, исходно неспециализиро-
ванных для ее рецепции нейронов в составе разных
нейронных сетей ЦНС, универсальным, т.е. всегда
однонаправленным (например, деполяризация и
усиление импульсации при гипергликемии) или
следует ожидать разнонаправленный характер ре-
акции, в зависимости, например, от функциональ-
ной принадлежности или нейромедиаторной спе-
цифичности нервной клетки.

В центральных нервных ганглиях моллюска
Lymnaea stagnalis насчитывается ряд крупных (диа-
метр сомы ~100 мкм) идентифицированных нейро-
нов, отличающихся друг от друга как в функцио-
нальном (входят в состав нейронных сетей вовле-
ченных в регуляцию разных форм поведения), так
и химическом (содержат разные нейромедиаторы)
плане, что делает данный организм одним из мо-
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дельных объектов в нейробиологических исследо-
ваниях [7]. Чувствительные к глюкозе центральные
нейроны Lymnaea сосредоточены преимуществен-
но в пределах буккальных ганглиев, нейронные се-
ти которых определяют работу центрального гене-
ратора пищевого ритма и пищедобычу в целом [8,
9]. Изоляция этих нервных узлов от центрального
кольца ганглиев представляет собой элементарную
методическую процедуру (перерезка церебробук-
кальной коннективы). В свою очередь это позволя-
ет оценить ответы клеток, не входящих в состав пи-
щевой нейронной сети, на действие метаболиче-
ских сигналов, практически в “чистом” виде (ряд
модуляторных нейронов пищевой сети, например,
гигантские клетки церебральных узлов (cerebral gi-
ant cells, CGC) входят в состав центрального кольца
ганглиев).

Различные эффекты глюкозы в отношении
нервных клеток могут быть реализованы за счет
возрастания внутриклеточной концентрации ак-
тивных форм кислорода (АФК) как следствие ин-
тенсификации процессов окислительного фосфо-
рилирования в электронтранспортной цепи мито-
хондрий [10] в ответ на увеличения уровня сахаров,
т.е. энергетических субстратов в цитоплазме ней-
ронов. Концентрация глюкозы в гемолимфе Lym-
naea, в зависимости от степени выраженности пи-
щевой доминанты, может возрастать многократ-
но – с исходных 57 (голодные особи) до 760 (сытые
особи) мг/мл [11]. С другой стороны, умеренная по
длительности (часы) гипергликемия, сопровожда-
емая последующей нормализацией глюкозного го-
меостаза, равно как и другие стрессовые воздей-
ствия, например, голодание, приводят к измене-
нию антиоксидантного статуса нервной ткани [12],
а модуляторное действие АФК в отношении иден-
тифицированных нейронов как пищевой, так и
кардиореспираторной [13, 14] нейронных сетей
Lymnaea stagnalis хорошо известно. Тем не менее
возможность внутриклеточного (внутринейронно-
го) накопления АФК уже в течение первых минут
после увеличения концентрации глюкозы в интер-
стиции, что может лежать в основе быстрых (мину-
ты) нейротропных эффектов глюкозы, остается не-
выясненной.

Отмеченное выше и определило цель данной
работы, заключающуюся в оценке быстрых эффек-
тов возрастания уровня глюкозы во внеклеточном
пространстве на показатели электрической актив-
ности функционально различных, непищевых
нейронов ЦНС Lymnaea stagnalis, выяснение воз-
можного механизма их обусловливающих.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. Моллюски, прудовик обыкновен-

ный (Lymnaea stagnalis L.), были собраны в мелких
проточных водоемах (мелиоративные и водоотвод-
ные каналы). В лаборатории их содержали в аква-

риумах, на каждую особь приходилось не менее 1 л
воды, при температуре 20 ± 1°С. Смену воды про-
водили каждую неделю. Пищей служили листья са-
лата (питание ad libitum). В экспериментах исполь-
зовали животных одинакового размерного класса
– высота раковины 3.5 ± 0.4 см, масса – 3.5 ± 0.5 г.

Электрофизиология. Спонтанную электриче-
скую активность идентифицированных нейронов
оценивали в составе препарата изолированной
ЦНС (кольцо центральных ганглиев, без буккаль-
ных узлов). Для размягчения периневральной обо-
лочки и облегченного проникновения микроэлек-
тродов в нейроны препараты предварительно обра-
батывали раствором проназы (Protease E, type XIV,
Sigma, США) – 1 мг/мл в течение 5 мин при 20°С.
Электрическую активность нейронов регистриро-
вали после промывки обработанного препарата
свежим физиологическим раствором в течение
30 мин. Препараты ЦНС помещали в нормальный
физиологический раствор Рингера (концентрация
указана в ммолях): NaCl – 44.0; KCl – 1.7; CaCl2 –
4.0; MgCl2 ⋅ 6 H2O – 1.5; HEPES – 10.0, pH 7.6 ± 0.03.
Внутриклеточную регистрацию электрических па-
раметров нейронов осуществляли с помощью
Ag/AgCl-электродов, используя усилитель МС-
01М (Линтех, Беларусь). Микропипетки заполня-
ли 2.5 молярным раствором KCl (сопротивление
микроэлектрода 10–20 МΩ). В качестве индиффе-
рентного электрода использовали хлорированную
серебряную проволоку.

Для каждого препарата (нейрона) осуществляли
запись электрической активности в контрольных
условиях (не менее 2-х мин после стабилизации
мембранного потенциала и частоты генерации по-
тенциала действия после введения микроэлектро-
да в клетку) и непосредственно после добавления
глюкозы (на протяжении последующих 2 мин).
Свежеприготовленный (на основе Рингера) рас-
твор D-глюкозы (ч.д.а., “Анализ Х”, Беларусь) на-
носили на поверхность препарата ЦНС – ее конеч-
ная концентрация в термостатируемой (20 ± 0.5°С)
экспериментальной камере составляла 1 и 10 мМ
соответственно. Для записи и последующего ана-
лиза электрических сигналов использовали специ-
альные возможности программы электронного ос-
циллографа InputWin [15].

Нейроны идентифицировали по размеру, рас-
положению в пределах ЦНС, цвету, паттерну спон-
танной активности. Действие глюкозы на препарат
ЦНС оценивали по влиянию, оказываемому на ряд
индикаторных клеток разных ганглиев. Работа вы-
полнена на гигантских (giant) вставочных нейро-
нах педальных ганглиев – дофаминергическом
RPeD1 и серотонинергическом LPeD1, а также
пептид-содержащих, электрически связанных
клетках висцерального и правого париетального
ганглиев VD1/RPaD2, интегрированных в состав,
как минимум, нескольких нейронных сетей, вклю-
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чая локомоторную и кардиореспираторную (рас-
положение и карты, базовые характеристики,
принципы номенклатуры и особенности иденти-
фикации представлены, например, в 16). Регистра-
ция электрической активности от нейронов, нахо-
дящихся в составе цельной ЦНС, т.е. в условиях
сохранения взаимосвязей в пределах нейронной
сети (в отличие от изолированных, выделением в
культуру или посредством модификации синапти-
ческой передачи, клеток), позволяет оценить дей-
ствие глюкозы в зависимости от функциональной
принадлежности нейрона – сетевые генераторы
ритма, определяющие реализацию моторных форм
поведения животного, это комплекс совместно ра-
ботающих структур [8]. Кроме того, “удачной”
особенностью выбранных клеток является тот
факт, что паттерн их электрической активности
может служить дополнительным индикатором,
позволяющим оценить эффекты глюкозы в ЦНС –
регулярные (regular) разряды, как правило, харак-
теризуют собственную ритмику нейрона, в то вре-
мя как нерегулярная (irregular) активность преиму-
щественно связана с синаптическими влияниями
(входами), которые получает данная клетка [16].

Накопление АФК в нейронах. В изолированной
ЦНС при помощи пинцетов разрывали соедини-
тельнотканную оболочку ганглиев, механически
высвобождая содержащиеся в них нейроны, полу-
чая суспензию клеток в физиологическом растворе
Рингера объемом 200 мкл (для одной ЦНС/пробы).
Для оценки накопления АФК в цитоплазме ис-
пользовали флуоресцентный краситель: 2',7'-ди-
хлородигидрофлуоресцеин диацетат (DCFDA,
максимумы λex – 501, λem – 525 нм, Sigma–Aldrich)
в конечной концентрации 10 мкМ. Зонд добавляли
непосредственно к суспензии клеток, выдерживая
их в темноте, в течение 1 ч. По окончании инкуба-
ции, клетки осаждали центрифугированием
(6000 об/мин, 5 мин), физиологический раствор с
содержащимся в нем зондом удаляли, а клетки ре-
суспензировали свежим раствором Рингера. Про-
цедуру отмывки клеток от следов зонда повторяли
дважды.

Подготовленные пробы (по 8 для каждой экспе-
риментальной серии) объемом 225 мкл располага-
ли в отдельных лунках 24-луночного планшетах.
Оценку интенсивности флуоресценции проводили
до (0 мин) и после экспериментального воздей-
ствия (на 5 мин). К клеткам опытной группы до-
бавляли 25 мкл 100 мМ раствора глюкозы (итоговая
концентрация в лунке – 10 мМ), а к клеткам кон-
трольной группы – равновеликое количество нор-
мального раствора Рингера. В качестве дополни-
тельного (позитивного) контроля использовали
пероксид водорода (1 мМ, конечная концентра-
ция), вносимого в суспензию клеток, к которым
предварительно были добавлены FeSO4 ⋅ 7 Н2О и
ЭДТА (оба в конечной концентрации 10 мкМ), га-

рантированно инициирующего образование АФК
(прежде всего гидроксильного радикала).

Флуоресценцию (возбуждение 501 нм, эмиссия
529 нм) образующегося продукта измеряли посред-
ством планшетного флуориметра Cary Eclipse
(Agilent Technologies, USA) при трехкратной по-
вторности каждого измерения (в дальнейшем ис-
пользовали одно среднеарифметическое значе-
ние). Усредненную интенсивность флуоресценции
лунок, содержащих контрольные клетки (на
0 мин), принимали за 100%.

Статистический анализ. Экспериментальные
данные обрабатывали общепринятыми методами
медико-биологической статистики, с использова-
нием возможностей программы Statistica 6.0. Нор-
мальность распределения для каждого ряда экспе-
риментальных данных предварительно оценивали
при помощи W-теста Шапиро–Уилка. В случае
подтверждения нормальности распределения по-
казателей для всех сравниваемых групп использо-
вали параметрические методы оценки – t-крите-
рий Стьюдента для зависимых пар, представляя
данные в виде среднее ± ошибка среднего. Если
нормальность распределения не была подтвержде-
на для всех экспериментальных групп, использова-
ли непараметрические методы оценки и сравнения
полученных результатов – тест Вилкоксона (Wil-
coxon matched pairs test) или критерий Фридмана
(χ2) для дисперсионного анализа по однофактор-
ной схеме (Fridman ANOVA) при сравнении двух
или нескольких зависимых выборок соответствен-
но, представляя данные в виде – медиана (нижний;
верхний квартили). Число наблюдений (n) указано
отдельно для каждой анализируемой выборки. До-
стоверными считались данные при уровне значи-
мости (p), равном или меньшем 0.05.

Соблюдение этических стандартов. Все приме-
нимые международные, национальные и/или ин-
ституциональные принципы ухода и использова-
ния животных были соблюдены. Настоящая статья
не содержит результатов каких-либо исследований
с участием людей в качестве объектов исследова-
ний.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Электрическая активность нейронов. Добавле-
ние глюкозы (конечная концентрация 1 мМ) не
приводит к статистически достоверному измене-
нию показателей спонтанной электрической ак-
тивности (частота, уровень потенциала покоя) в
краткосрочном, в течение первой и второй минут
после возрастания содержания глюкозы в омываю-
щем препарат физиологическом растворе Рингера,
периоде ни для одного из исследованных нейро-
нов. В частности, в отношении частоты генерации
потенциала действия были определены следующе
значения χ2 (Fridman ANOVA): 0.51 (p = 0.99),
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Рис. 1. Частота генерации потенциалов действия (spike frequency) в идентифицированных нейронах Lymnaea stagnalis в
условиях быстроразвивающейся гипергликемии.
Указаны значения исследованных показателей (медиана, числа над столбиками), интерквартильный размах (планки по-
грешностей) и количество исследованных нейронов (n) для клетки каждого типа. Момент добавления глюкозы (Glucose,
10 мМ) отмечен стрелкой. Для всех нейронов указано значение χ2 (Fridman ANOVA) и уровня значимости p. Статистиче-
ски достоверные различия (p < 0.05, Wilcoxon matched pairs test) по сравнению с контрольными условиями (0–30 или 31–
60 с) дополнительно отмечены астериском (*) и решеткой (#) соответственно.

3.0 RPeD1: �2 = 4.53, P = 0.48 (n = 8, df = 5) RPeD1 LPeD1 VD1/RPaD2
LPeD1: �2 = 14.51, P = 0.01 (n = 5, df = 5)
VD1/RPaD2: �2 = 13.58, P = 0.02 (n = 10, df = 5)
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1.88 (p = 0.87) и 4.52 (p = 0.48) для RPeD1, LPeD1 и
пары VD1/RPaD2 соответственно.

Увеличение содержания глюкозы во внеклеточ-
ном растворе до 10 мМ, напротив, приводит к вы-
раженной модификации электрических характе-
ристик изученных клеток сразу после добавления
указанного вещества (рис. 1 и 2).

Так, в отношении дофамин-содержащего ней-
рона RPeD1 речь идет о слабовыраженной гипер-
поляризации его мембраны (на 5.4 ± 0.8 мВ, n = 8),
уже на первой минуте после аппликации глюкозы,
сохраняющейся на отмеченном уровне и в даль-
нейшем, т.е. на 2-й минуте. Тем не менее статисти-
чески достоверных изменений частоты генерации
спонтанных потенциалов действия по сравнению с
начальными (контрольными) условиями не было
выявлено ни для одного изученного временного
диапазона (рис. 1, 2а). Отдельно можно отметить
некоторую трансформацию паттерна электриче-
ской активности данного нейрона – с фазической,
когда группы спайков разделены выраженными
временными промежутками безимпульсной актив-
ности, на тоническую, при которой потенциалы
действия следуют друг за другом непрерывно
(сравни верхнюю линию записи со средней и ниж-
ней на рис. 2а).

Для серотонин-содержащей клетки LPeD1 от-
мечена неизменность значения мембранного по-
тенциала при гипергликемии для всего изученного
временного интервала. Тем не менее в отношении
частоты спонтанной импульсации установлено ее
статистически достоверное уменьшение, наиболее
выраженное (в 1.35 раза) непосредственно, в пер-

вые 30 с, после добавления глюкозы к препарату
изолированной ЦНС (рис. 1, 2b). Изменения пат-
терна электрической активности также отмечено
не было.

Прогрессивная деполяризация в ответ на воз-
растание уровня глюкозы характерна для пары
электрически связанных, пептид-содержащих
нейронов VD1/RPaD2. Для клетки VD1 уже на пер-
вой минуте после добавления глюкозы ее величина
составила 5.6 ± 0.6 мВ (n = 6) от контрольного зна-
чения, достигая 10.8 ± 0.8 мВ (n = 6) на второй ми-
нуте эксперимента. В отношении нейрона
VD1/RPaD2 колебания мембранного потенциала
были не столь выражены – 4.2 ± 0.6 и 8.8 ± 0.9 мВ
(n = 6) для 1-й и 2-й минут наблюдения соответ-
ственно, сохраняя тем самым тенденцию, отмечен-
ную для VD1. Частота генерации потенциала дей-
ствия в указанных клетках увеличивалась уже на
первой минуте после аппликации глюкозы в
1.2 раза по сравнению с исходной для контрольных
условий, сохраняясь на достигнутом уровне и в по-
следующем (рис. 1, 2c). Как и в случае с LPeD1,
трансформации паттерна спонтанной электриче-
ской активности VD1/RPaD2 отмечено не было –
импульсация клеток носила отчетливый тониче-
ский характер.

Дополнительно проведенный анализ формы
спайка в пейсмейкерном нейроне VD1, как наибо-
лее чувствительной к действию глюкозы клетки
среди исследованных нейронов, показал, что в
условиях гипергликемии увеличивается скорость
медленной деполяризации мембраны (возрастает
наклон кривой, отражающей изменение мембран-
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ного потенциала при развитии потенциала дей-
ствия, рис. 3b), уменьшая время достижения поро-
гового потенциала, предопределяя тем самым уси-
ление импульсной активности клетки (рис. 3a). В
отношении временных показателей других фаз
спайка (фаз де- и реполяризации, следовой гипер-
поляризации) выраженных изменений выявлено
не было.

Анализ накопления АФК в нейронах. Использова-
ние флуоресцентного зонда позволило оценить
возможность генерации АФК в изолированных
клетках нервных ганглиев Lymnaea в первые мину-
ты после создания условий гипергликемии. Добав-
ление к суспензии клеток глюкозы (10 мМ, конеч-
ная концентрация) не приводит к возрастанию ин-
тенсивности флуоресценции даже по прошествии
5 мин после начала действия вещества, полностью

повторяя реакцию клеток в контрольных условиях
(рис. 4). В то же время искусственная инициация
окислительных процессов посредством добавле-
ния к клеточной суспензии пероксида водорода
(положительный контроль) незамедлительно, уже
к 5-й минуте, приводит к ~40% увеличению интен-
сивности флуоресценции, подтверждая тем самым
накопление АФК в цитозоле.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные данные подтверждают способ-

ность ряда крупных центральных интернейронов
Lymnaea выступать в качестве, как минимум, инди-
каторных клеток, отражающих быструю рецепцию
глюкозы (при возрастании ее уровня во внеклеточ-
ной среде) в ЦНС. Наиболее существенные сдвиги
частоты импульсации отмечены в отношении пары

Рис. 2. Спонтанная электрическая активность идентифицированных нейронов Lymnaea stagnalis в условиях гиперглике-
мии (глюкоза, конечная концентрация 10 мМ).
a – дофаминергический нейрон RPeD1, b – серотонинергический нейрон LPeD1, c – пептид-содержащий нейрон RPaD2.
Для каждого нейрона: верхняя линия записи – контрольные условия, средняя – на первой, нижняя – на второй минуте
после добавления глюкозы (один и тот же нейрон). Калибровка: по времени – 1 с, по амплитуде – 25, 35, 60 мВ для а, б, в
соответственно.

(a)

(b)

(c)
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пептидсодержащих (более 10 форм) нейронов
VD1/RPaD2, интегрированных в кардиореспира-
торную нейронную сеть [17, 18], – их отростки об-
наружены, в том числе, в предсердии прудовика,
некоторые из пептидов имеют сходство с кардио-
стимулирующим α1-пептидом Aplysia [19], а в усло-
виях гипергликемии наблюдается увеличение ча-
стоты сердечных сокращений у Lymnaea [20]. Ней-

рон VD1 является ведущим в этой паре (обладает
пейсмейкерными свойствами, в отличие от связан-
ного с ним посредством электрического синапса
RPaD2 [21]), поэтому эффекты глюкозы, очевидно,
обусловленны преимущественным действием в от-
ношении его мембраны, что косвенно подтвержда-
ется большей степенью изменения его потенциала
покоя по сравнению с RPaD2. Важно подчеркнуть,
что неизменность паттерна работы данных клеток
(тонический характер, т.е. отсутствие выраженных
синаптических входов) как в контрольных, так и
экспериментальных условиях, указывает на то, что
наблюдаемые эффекты обусловлены внутренними
(собственными) перестройками их мембран, а не
индуцированы сторонними нейронами сети вслед-
ствие модификации синаптической передачи. Мо-
дуляция в работе сердечной мышцы чрезвычайно
значима в плане формирования гидроскелета мол-
люска, во многом определяя движения его тела, в
том числе и локомоцию, выраженно изменяющих-
ся в ходе пищедобычи. В этой связи отмеченное
снижение скорости локомоции прудовика при
движении по пищевому субстрату и в сытом состо-
янии [22] хорошо коррелирует с наблюдаемым
снижением частоты генерации потенциалов дей-
ствия в серотонин-содержащем нейроне LPeD1,
регулирующим активность локомоторной сети
Lymnaea [23]. Схожий эффект подавления спайко-
вой активности, наблюдаемый в течение первых
минут после приложения глюкозы (250 μг/мл, т.е.
1.39 мМ), отмечен и для изолированных мотоней-
ронов локомоторной сети (серотонинергические

Рис. 3. Спонтанная электрическая активность нейрона
VD1 Lymnaea stagnalis в норме и в условиях гиперглике-
мии (глюкоза, конечная концентрация 10 мМ).
a – фрагмент регистрации, b – при наложении потен-
циалов действия друг на друга (выравнивание по уров-
ню потенциала покоя мембраны).
Для a: верхняя линия записи – контрольные условия,
нижняя – после добавления глюкозы (на 2-й минуте).
Для b: серая линия – контрольные условия, темная –
после добавления глюкозы. Калибровка: по времени –
1 с, по амплитуде – 50 мВ.

(a) (b)

Рис. 4. Флуоресценция (Fluorescence) в суспензии изолированных клеток нервных ганглиев Lymnaea stagnalis.
a – флуоресценция в начальный момент времени (0 min) принята за 100% (для каждой серии отдельно), b – флуоресцен-
ция в контрольной группе принята за 100% (для каждого временного интервала (0 или 5 мин) отдельно).
“Ringer” – контроль (нормальный физиологический раствор Рингера), “Glucose” – экспериментальные условия (глюко-
за, конечная концентрация 10 мМ), “Peroxide” – положительный контроль (пероксида водорода, конечная концентрация
1 мМ).
Данные представлены в виде среднее арифметическое ± ошибка среднего. Число проб (n) – 8 для каждой серии экспери-
мента. Статистически достоверные различия (t-критерий Стьюдента для зависимых (a) или независимых (b) групп дан-
ных) отмечены астериском (*), дополнительно указана величина уровня значимости p.
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клетки PeA-кластера), хотя для этих же клеток в со-
ставе цельной ЦНС эффект был выражен слабее
[24].

Напомним, что описываемые нами влияния об-
наружены в препаратах изолированной ЦНС, не
содержащей буккальных ганглиев. С этих позиций,
глюкоза может обладать сигнальными свойствами,
реализуя корригирующие влияния в отношении
центральных нейронов как агент объемной переда-
чи сигнала, дополняя истинные синаптические
влияния (входы) со стороны глюкозо-чувствитель-
ных клеток буккальных ганглиев и/или их возмож-
ных аналогов из состава центрального кольца ган-
глиев. При этом некоторые из структур в составе
ЦНС оказываются относительно нечувствительны
к такому воздействию – дофаминсодержащий ней-
рон RPeD1, как ключевой элемент центрального
генератора респираторного ритма [25], – быстрой
(в течение минут) модификации (интенсификации
или терминации) легочного дыхания в ходе пище-
добычи не наблюдается.

Гиперполяризация мембраны, выявленная в от-
ношении этой клетки при действии глюкозы, мо-
жет быть связана с модификацией функций ион-
ных каналов плазмалеммы, во многом определяю-
щих характер поглощения глюкозы, по крайней
мере в отношении интестинальных клеток кишки
[26]. Как правило, речь идет о катион-проводящих
путях переноса (Na+, K+, Ca2+) через мембрану, а
единственным катионом, усиление трансмембран-
ного переноса которого может привести к гиперпо-
ляризации мембраны, является ион калия. Тем не
менее в отношении нервных клеток как позвоноч-
ных [27], так и беспозвоночных [28], возрастание
содержания глюкозы в интерстиции ассоциирует-
ся с инактивацией АТФ-чувствительных К+-кана-
лов, приводящей скорее к деполяризации мембра-
ны. В этой связи, отмеченный нами эффект в отно-
шении мембранного потенциала RPeD1, вероятно,
следует отнести за счет модификации (предполо-
жительно, ослаблению) синаптических входов к
указанной клетке, – как известно, нейрон RPeD1
интегрирует сигналы со стороны других нейронов,
или их групп, расположенных в пределах централь-
ного кольца ганглиев ЦНС Lymnaea [16]. В пользу
этого говорит трансформация паттерна его элек-
трической активности (фазический характер, отра-
жающий, как правило, наличие синаптических
входов, сменяется на тонический), а также тот
факт, что гиперполяризация мембраны RPeD1 вы-
явлена при использовании безкальциевого/высо-
комагниевого раствора, т.е. в случае блокады хи-
мической синаптической передачи в ЦНС Lymnaea
[29].

Содержание глюкозы в гемолимфе Lymnaea во
многом определяется характером питания живот-
ного – возрастание уровня глюкозы является сти-
мулом для последующего ускорения процессов ро-

ста и размножения [30]. Согласно данным работ
середины 70-х годов XX века базальный уровень
глюкозы в гемолимфе Lymnaea относительно неве-
лик – 30 мкг/мл (т.е. 0.16 мМ), что в целом подтвер-
ждается и нашими данными [12]. С этих позиций
отсутствие эффектов глюкозы в концентрации
1 мМ, т.е. большей базальной почти на порядок,
выглядит несколько удивительным. Однако стоит
указать на тот факт, что исходный уровень глюкозы
в гемолимфе определяется, в том числе, и характе-
ром пищи, – высокоуглеводная пища “легко” по-
вышает его до 86 мкг/мл (0.48 мМ), т.е. колебания
содержания глюкозы в пределах 1 мМ не являются
чем-то особенным, в сравнении с уже отмеченным
скачком до 760 мкг/мл (4.22 мМ) у сытых особей
[11]. Будет уместным предположить, что кратко-
временное пиковое содержание глюкозы во внут-
ренней среде Lymnaea вполне может достигать
уровня около 10 мМ, т.е. обнаруженные нами эф-
фекты вполне физиологичны.

Несмотря на интенсификацию окислительных
процессов, сопровождающую поглощение глюко-
зы, нами не обнаружено быстрого, лавинообразно-
го, возрастания уровня АФК в цитоплазме клеток
нервных ганглиев прудовика. Это может свиде-
тельствовать как об относительно медленном на-
коплении АФК, вызываемых утилизацией “допол-
нительной” глюкозы, так и о развитой системе
внутриклеточной антиокислительной защиты в
нейронах (многие из них содержат ретиноиды
[31]), способной купировать резкое возрастание
свободно-радикального фона внутри клеток, по
крайней мере в начальном периоде после воздей-
ствия.

Возрастание скорости медленной деполяриза-
ции, отмеченной при анализе формы спайка в VD1,
говорит о модификации (увеличении) Na+-прово-
димости мембраны, вероятно, как следствие ин-
тенсификации работы электрогенного Na+-глю-
козного котранспорта, как это отмечено в отноше-
нии нейроэндокринных светло-зеленых клеток
(light-green cells, LGC) церебральных ганглиев [32].
Увеличение уровня глюкозы (максимальный эф-
фект наблюдался при 5 мМ) приводит к деполяри-
зации и усилению импульсации этих клеток, со-
провождаемой выбросом “коктейля” разнообраз-
ных нейропептидов, в том числе инсулин-
подобных (molluscan insulin-related peptide, MIP),
определяющих реализацию метаболических про-
цессов на уровне ЦНС и всего организма [33, 34].
Нормализация содержания глюкозы, по крайней
мере в отношении ее пиковых значений, фактиче-
ски десенситизирует нейроны, делая возможным
реализацию нового цикла реакций, инициируемых
резким увеличением уровня данного метаболита в
гемолимфе.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Резкое увеличение внеклеточного уровня глю-
козы вызывает модификацию показателей элек-
трической активности идентифицированных вста-
вочных нейронов Lymnaea stagnalis в зависимости
от их функциональной принадлежности. Наиболее
чувствительными клетками, реагирующими на по-
вышение уровня глюкозы в окружающем ЦНС
пространстве, оказываются пептидергические кар-
диорегуляторные нейроны VD1/RPaD2 и серото-
нинсодержащие клетки (LPeD1) локомоторной се-
ти, в то время как дофаминергические нейроны
центрального генератора дыхательного ритма
(RPeD1) практически не изменяют свои электри-
ческие характеристики. Это может указывать за
способность глюкозы, как фактора объемной пере-
дачи, выступать в роли быстрого метаболического
сигнала, определяющего поведение нейронных се-
тей мозга моллюска и реализацию ее эффектов на
уровне целого организма.
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Rapid responses of the key interneurons identified in the respiratory (RPeD1), locomotor (LPeD1) and cardio-
regulatory (VD1/RPaD2) networks of the CNS ganglia in a mollusk Lymnaea stagnalis under the action of D-
glucose (1 and 10 mM) were studied. In acute hyperglycemia (10 mM), an increase in the firing frequency of
VD1/RPaD2 neurons and its decrease in LPeD1 neurons, as observed already within the first minute after ex-
posure, were detected; at the same time, the firing frequency of RPeD1 neurons remained intact. Bath applica-
tion of glucose at lower concentrations (1 mM) led to no significant changes in the electrical activity of all the
above neurons. The observed effects were not associated with an increased production of reactive oxygen species
(ROS) in the cytoplasm, since the f luorescent probe (2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate) failed to reveal
their accumulation in the cell suspension of CNS ganglia after glucose (10 mM) application during the short-
term period (5 min) as compared to the control. Action potential shape analysis under conditions of hyperglyce-
mia (glucose, 10 mM) revealed in highly glucose-sensitive VD1/RPaD2 neurons an increase in the rate of slow
membrane depolarization to reach a threshold potential, while the other spike phases remained unchanged. It is
assumed that the glucose effects toward the frequency characteristics of the above L. stagnalis interneurons are
realized via modification (intensification) of the electrogenic Na+-coupled glucose transporter and depend on
their functional affiliation (incorporation into a specific neural network).

Keywords: glucose, neuron, mollusk, action potential, reactive oxygen species
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