
ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2022, том 58, № 3, с. 196–208

196

КАЛЬЦИЕВЫЙ КОМПОНЕНТ ФОТООТВЕТОВ СЕТЧАТКИ
МОЛЛЮСКА LYMNAEA STAGNALIS: 

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЙ И УЛЬТРАСТРУКТУРНЫЙ АНАЛИЗ
© 2022 г.   В. В. Жуков1,*, М. В. Сафонов1

1 Балтийский федеральный университет им. И. Канта, Калининград, Россия
*e-mail: valerzhukov@mail.ru

Поступила в редакцию 03.02.2022 г.
После доработки 05.03.2022 г.

Принята к публикации 18.03.2022 г.

Данное исследование направлено на анализ роли ионов кальция в механизме преобразования светово-
го сигнала в сетчатке большого прудовика Lymnaea stagnalis. С этой целью изучено влияние на электри-
ческие реакции изолированного глаза моллюска веществ, влияющих на концентрацию цитоплазмати-
ческого Сa2+. Применяли: модулятор кальциевого тока 2-аминоэтил дифенил борат, хелатирующий
агент двухвалентных катионов EGTA, а также (+)-цис-дилтиазем и Cd2+ как блокаторы кальциевых ка-
налов. Все применявшиеся вещества с различной степенью эффективности подавляли медленную вол-
ну электроретинограммы и связанную с ней импульсную активность. Делается вывод, что фототранс-
дукция в микровиллярных рецепторах сетчатки прудовика включает повышение концентрации цито-
плазматического Ca2+. Результаты фармакологических экспериментов, а также особенности
ультраструктуры сетчатки моллюска позволяют предполагать, что этот результат достигается не только
выбросом Ca2+ из внутриклеточных депо апикальных частей фоторецепторов, но и, по крайней мере,
частично поступлением из внеклеточной среды.
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Результаты детальных исследований механиз-
мов преобразования светового сигнала в сетчатке
позвоночных и членистоногих животных легли в
основу представления об однозначном соответ-
ствии цитологического типа фоторецептора по-
лярности его электрической реакции и молекуляр-
ному механизму фототрансдукции [1, 2]. Так, в
рабдомерных (микровиллярных) фоторецепторах,
характерных для глаз беспозвоночных животных,
поглощение кванта света молекулами зрительного
пигмента активирует инозитолфосфатный сиг-
нальный путь, который приводит к открытию TRP
каналов и деполяризации клетки [3]. В цилиарных
же фоторецепторах сетчатки позвоночных живот-
ных возбуждение и изомеризация молекулы ро-
допсина на свету активируют гуанилатциклазный
путь фототрансдукции, который приводит к за-
крытию катионных каналов, управляемых цГМФ,
и гиперполяризации клетки [4]. Активация обоих
сигнальных путей происходит посредством специ-
фических для каждого из типов фоторецепторов
G-белков, функционально сопрягающих молеку-
лы зрительного пигмента с трансдукционными
каскадами. Такой же схеме в целом соответствуют

свойства рабдомерных (микровиллярных) и цили-
арных фоторецепторных клеток двойной сетчатки
глаз двустворчатых моллюсков родов Pecten и Lima
[5]. Однако ввиду малочисленности исследований
механизмов фоторецепции у представителей дру-
гих таксонов утверждение описанной связи мо-
жет быть распространено на них пока только в
виде предположения, включая брюхоногих мол-
люсков – представителей наиболее крупного по
числу видов класса мягкотелых. Последнее обстоя-
тельство обусловливает интерес к исследованию
механизмов световой чувствительности у этих жи-
вотных с позиции эволюционной и сравнительной
физиологии.

К настоящему времени присутствие в организ-
ме одного животного фоторецепторных клеток
разного цитологического типа и/или реализующих
различные пути преобразования светового сигнала
уже перестало быть уникальной особенностью дву-
створчатых моллюсков и установлено для ряда ор-
ганизмов, принадлежащих различным таксонам
позвоночных и беспозвоночных животных [6, 7].
Указанное разнообразие достигается, прежде все-
го, за счет светочувствительных клеток, не входя-
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щих в состав сетчатки глаза, включая центральные
нейроны [8, 9], которые невозможно отнести к од-
ной из упомянутых цитологических групп. При
этом именно для моллюсков, по-видимому, наибо-
лее характерно одновременное наличие у одного
животного сразу нескольких видов световой чув-
ствительности [10]. Так, у пресноводного брюхо-
ногого моллюска Lymnaea stagnalis чувствитель-
ность к свету помимо сетчатки глаза проявляют
также кожные покровы ноги, мантии и головной
части туловища [11]. Освещение глаза прудовика
приводит к on-реакции фоторецепторов сетчатки:
деполяризации и возникновению в них потенциа-
лов действия [12], которые проводятся по аксонам
оптического нерва в центральные ганглии [13].
В отличие от фоторецепторов глаза светочувстви-
тельные клетки кожи L. stagnalis в целом не имеют
четкой локализации. Лишь в коже мантии в обла-
сти пневмостома выявлено скопление структур,
обладающих иммунореактивностью к антителам
опсина осьминога, которые определены как при-
надлежащие фоторецепторам [14]. Световая сти-
муляция этой части тела моллюска вызывает фаз-
ную off-реакцию в правом париетальном нерве
(n. parietalis dexter) и появление возбуждающего
постсинаптического потенциала (ВПСП) в интер-
нейроне RPeD11 [15]. Эти события являются ча-
стью нейрофизиологического механизма оборони-
тельного поведения, а именно втягивания тела жи-
вотного в раковину с одновременным закрытием
пневмостома в ответ на резкое снижение освещен-
ности кожи. Исходя из того, что импульсная реак-
ция в париетальном нерве отражает активность
светочувствительных клеток кожи, можно предпо-
лагать, что фоторецепторы сетчатки и кожи имеют
отличные друг от друга функциональные свойства,
в основе которых могут лежать различные пути
преобразования светового сигнала.

Фармакологический анализ электрических ре-
акций RPeD 11, а также проявлений оборонитель-
ного теневого рефлекса, дал основания для вывода
о том, что off-ответ фоторецепторов кожи обеспе-
чивается работой каналов, управляемых цикличе-
скими нуклеотидами, а именно цГМФ [16]. Однако
при этом цитологический тип светочувствитель-
ных клеток кожи L. stagnalis остается пока неиз-
вестным, в то время как в состав сетчатки этого
моллюска входят только микровиллярные фоторе-
цепторы [17, 18]. Следуя описанной выше корреля-
тивной связи, можно было бы предполагать, что в
фоторецепторах сетчатки прудовика фототранс-
дукция проходит по инозитолфосфатному пути,
включающему модуляцию внутриклеточной кон-
центрации Ca2+. Однако ввиду необходимости экс-
периментальной проверки такого предположения,
а также с целью сравнения процессов преобразова-
ния светового сигнала в различных фоторецепто-
рах L. stagnalis, мы предприняли фармакологиче-
ский анализ вовлеченности Ca2+ в генерацию элек-

трических реакций сетчатки этого моллюска на
световую стимуляцию. Для сопоставимости ре-
зультатов набор примененных нами веществ вклю-
чал и те, что были использованы в исследованиях
фоторецепторов кожи [16]. Предварительные ре-
зультаты исследования были опубликованы ранее
[19].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные

Объектом исследования были взрослые особи
прудовика Lymnaea stagnalis с размером раковины
около 3 см, собранные в водоемах города Светлый,
Калининградская область, и содержавшиеся в ла-
бораторных условиях.

Все процедуры, выполненные в исследованиях
с участием животных, соответствовали этическим
стандартам, утвержденным правовыми актами РФ,
принципам Базельской декларации и рекоменда-
циям биоэтической комиссии БФУ им. И. Канта.

Электронная микроскопия
Для приготовления срезов использовали препа-

рат глаза с участками прилегающей ткани. Образец
ткани предварительно фиксировали в 2.5% раство-
ре глутарового альдегида, приготовленного на 0.1%
какодилатном буфере (рН = 7.5), а затем обезвожи-
вали в серии этилового спирта возрастающей кон-
центрации от 50 до 100% и пропиленоксидом.
Обезвоженный образец заливали в “Аралдид” или
“Эпон 812”. С полученных блоков делали срезы на
ультрамикротоме Reichert-Jung Ultracut E толщи-
ной около 50 нм. Полученные срезы контрастиро-
вали цитратом свинца по Рейнольдсу и уранилаце-
татом свинца. Для просмотра срезы помещали на
медные сеточки.

Просмотр и фотографирование срезов проводи-
ли на электронном микроскопе Philips EM 300
(Медицинский факультет высшей технической
школы Северного Рейна-Вестфалии, Ахен).

Электрофизиологические эксперименты
Экспериментальный препарат состоял из изоли-

рованного глаза с отрезком оптического нерва.
В некоторых опытах для облегчения процессов
диффузионного обмена между микросредой апи-
кальных отделов фоторецепторов и внешним рас-
твором из глазного бокала удаляли хрусталик. Все
препараты готовили под бинокулярным микроско-
пом в условиях общего затемнения и с использова-
нием красного фильтра в осветителе.

Регистрация электроретинограммы (ЭРГ) вы-
полнялась холдером A-M Systems с всасывающим
портом и Ag/AgCl электродом, в котором укреп-
лялась стеклянная пипетка с диаметром входного
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отверстия около 70 мкм. Электрод закрепляли в
экспериментальной ванночке объемом 1 мл. Стек-
лянные пипетки изготавливали на пуллере PC10 и
оплавляли до нужного диаметра на микрокузнице
MF900 (Narishige).

Электрические сигналы усиливали (A-M System
Model 1800, ×100) в полосе частот 0.1–500 Гц,
оцифровывали с шагом дискретизации 0.1 мс
(Digidata 1440A), записывали на компьютере и об-
рабатывали с использованием программного паке-
та pClamp 10.4. Для получения записей импульс-
ной активности программными средствами подни-
мали нижнюю границу полосы пропускаемых
частот до 10 Гц.

Световая стимуляция осуществлялась светоди-
одом GNL-3012GD (λmax = 525 нм), свет от которо-
го подавали к препарату по оптоволоконному жгу-
ту. Освещенность препарата составляла около
1000 лк. В качестве управляемого параметра была
выбрана длительность стимула, которую задавали
через Digidata 1440A.

Ход электрофизиологического эксперимента

Приготовленный препарат помещали в экспе-
риментальную ванночку, заполненную физиоло-
гическим раствором, которую устанавливали в
экранированную камеру. Отрезок оптического
нерва полностью затягивали в наконечник, кото-
рый под отрицательным давлением плотно приле-
гал к глазному бокалу. В таком виде препарат
оставляли в темноте на время не менее 40 мин до
установления относительно стабильной амплиту-
ды ЭРГ, что считали завершением темновой адап-
тации и определяли периодической регистрацией
реакции на световой стимул длительностью 500 мс.
По истечении периода адаптации выполняли блок
стимуляции световыми вспышками нарастающей
длительности. Затем вводили в ванночку раствор
исследуемого вещества до достижения необходи-
мой расчетной концентрации и оставляли глаз в
новом растворе на время около 15 мин, после чего
повторяли блок стимуляции световыми раздражи-
телями. Процедуру стимуляции проводили по-
вторно через 15 мин. Затем возвращали в ванночку
исходный физиологический раствор, отмывая им
препарат не менее одного часа. В процессе отмыва-
ния повторяли блок стимуляции световыми раз-
дражителями для контроля степени восстановле-
ния световых ответов глаза.

Использованные вещества

2-Аминоэтил дифенил борат (2-APB, Sigma,
D9754) применяли как ингибитор входящего каль-
циевого тока через каналы TRP и модулятор внут-
риклеточного высвобождения ионов Ca2+, в том
числе и управляемого через рецепторы IP3 [20].

Маточный раствор вещества 10 мМ готовили на
диметилсульфоксиде (DMSO) и хранили в моро-
зильной камере при –25°C в атмосфере аргона. Во
время опыта маточный раствор разводили до кон-
центрации 1 мМ физиологическим раствором и в
необходимом объеме добавляли в эксперименталь-
ную ванночку для достижения нужной концентра-
ции.

Этилен гликоль-бис-(β-аминоэтиловый эфир)-
N,N,N',N'-тетрауксусной кислоты тетранатрие-
вая соль (EGTA, Sigma-Aldrich, E8145) применялась
как хелатор двухвалентных катионов с повышен-
ным сродством в отношении ионов Ca2+. Маточ-
ный раствор EGTA 0.1 М готовили в NaOH и хра-
нили в морозильной камере при –25°C. В ходе
эксперимента его разбавляли до желаемой концен-
трации физиологическим раствором, не содержа-
щим Са2+, и использовали для наполнения экспе-
риментальной ванночки.

Хлорид кадмия (CdCl2, Sigma-Aldrich, 202908) ис-
пользовали для введения в раствор Cd2+ как блока-
торов кальциевых каналов [21]. Исходный водный
раствор 0.1 М хранили в холодильнике при 4°C и
добавляли в необходимом объеме в эксперимен-
тальную ванночку для достижения нужной кон-
центрации.

(+)-цис-дилтиазем гидрохлорид (DTZ, Sigma,
D2521), блокатор некоторых типов каналов Са2+

[22, 23], применяли для сравнения его эффектив-
ности по отношению к фоторецепторам кожи [16]
и сетчатки. Маточный раствор DTZ 10 мМ готови-
ли на дистиллированной воде и хранили в моро-
зильной камере при –25°С. Процедура получения
рабочего раствора для эксперимента была такой
же, как и для 2-APB.

Состав физиологического раствора (мМ): NaCl –
40; KCl – 3; CaCl2 – 3; MgCl2 – 3. Значение рН =
= 7.4–7.6 устанавливали HEPES. В экспериментах
с применением EGTA использовали физиологиче-
ский раствор такого же состава, только без Са2+

(бескальциевый раствор).

Обработка и статистический анализ результатов

Значения амплитуд медленной волны ЭРГ в
каждом опыте нормировали относительно ее мак-
симального значения, полученного в контрольном
физиологическом растворе до аппликации веще-
ства. Нормированные значения усредняли по всем
опытам. Статистическую обработку результатов
проводили с помощью двухфакторного дисперси-
онного анализа (ANOVA) в программе GraphPad
Prism 7.04. Достоверность различий средних значе-
ний ЭРГ, полученных в контрольных растворах и в
присутствии веществ, оценивали на основе крите-
риев Тьюки и Шидака.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ультраструктура

Основные детали структурной организации и
клеточного состава сетчатки L. stagnalis подробно
описаны ранее в ряде исследований [17, 18]. Поэто-
му мы сфокусировали внимание на структурных
особенностях апикальных частей фоторецептор-
ных клеток и их микровиллярного аппарата как ме-
ста потенциальной локализации зрительного пиг-
мента и молекулярных элементов механизма фото-
трансдукции. Вершины фоторецепторных клеток
диаметром поперечного сечения около 4–6 мкм
выдаются в полость глазного бокала на расстояние
до 10–12 мкм. Они образуют многочисленные мик-
ровиллярные выросты диаметром от 0.08 до
0.4 мкм и длиной до 6–7 мкм (рис. 1a). В боль-
шинстве своем расположение микровилл отдель-
ного фоторецептора выглядит слабо упорядочен-
ным, хотя встречаются отдельные пучки и обла-
сти их одинаковой пространственной ориентации
(рис. 1b). Вероятно, что эти группы микровилл
принадлежат разным морфологическим типам фо-
торецепторов. На полученных фотографиях не
просматривается деталей ультраструктуры микро-
вилл: их внутреннее пространство выглядит одно-
родным. При этом в цитоплазме стволовой части
апексов фоторецепторов обнаружены многочис-
ленные везикулярные образования, мембранные
структуры и митохондрии (рис. 1c).

Электроретинограмма

Детальное описание ЭРГ L. stagnalis и ее свойств
было выполнено ранее [13]. Поэтому здесь ограни-
чимся лишь некоторыми комментариями. Элек-
трическая реакция глаза, вызванная короткой
вспышкой света, состоит из медленной волны и
связанным с ней разрядом импульсной активно-
сти. Латентный период возникновения волны ЭРГ
всегда был короче такового импульсной реакции.
Так, например, если после включения света начало
волны ЭРГ фиксировали через 150 мс, то вспышку
импульсов, возникающих на ее восходящей фазе, –
примерно через 250 мс. Форма ЭРГ обычно одно-
образна, хотя иногда встречались отклонения, что,
вероятно, связано с особенностями положения
глаза во всасывающем наконечнике. Абсолютное
значение амплитуды ЭРГ варьировало от опыта к
опыту, но влияние этого фактора устраняли нор-
мированием полученных величин. В некоторых
наших опытах амплитуда медленной волны могла
достигать 2 мВ, а импульсной активности в макси-
муме ответа – около 25 мкВ. Ввиду того, что мед-
ленная волна, по-видимому, является интеграль-
ным показателем рецепторного потенциала фото-
рецепторов, ее амплитуда была выбрана в качестве
ключевого параметра при последующем фармако-
логическом анализе фототрансдукции.

Влияние веществ на ЭРГ

Влияние 2-APB на световые реакции сетчатки
глаза было исследовано в диапазоне концентраций
1–100 мкМ. Признаки угнетающего влияния веще-
ства на медленную волну ЭРГ проявлялись при его
концентрации около 2 мкМ, а при 100 мкМ наблю-
далось практически ее полное подавление. В кон-
центрации 10 мкМ 2-APB уменьшал амплитуду
ЭРГ в среднем до 0.31 ± 0.19 от исходной величины
при длительности вспышки 1 с. В этих опытах ста-
тистическая значимость наблюдаемого эффекта
подтверждается для всех значений длительности
светового стимула кроме 1 мс, причем свыше 10 мс –
с высокой степенью достоверности (рис. 2а). Угне-
тающее влияние препарата проявлялось в сниже-
нии как амплитуды волны ЭРГ, так и импульсной
активности. И обратно, нарастание волны ЭРГ при
возврате физиологического раствора сопровожда-
лось восстановлением, по крайне мере частичным,
импульсной активности (рис. 2 b,c). Эти события
достаточно хорошо коррелировали друг с другом.
Эффект, произведенный веществом, сохранялся в
течение нескольких часов, однако все же был обра-
тимым. В специально поставленных опытах с дли-
тельным отмыванием полное восстановление ам-
плитуды ЭРГ и импульсного компонента реакции
на свет наблюдали через 9 ч после завершения ап-
пликации 2-APB в концентрации 10 мкМ.

CdCl2, введенный в физиологический раствор в
концентрации 0.1 мМ, не оказывал статистически
значимых изменений амплитуды ЭРГ. Она сильно
уменьшалась для всех длительностей световой
вспышки при 1 мМ CdCl2. Так, при длительности
500 мс амплитуда волны ЭРГ уменьшалась в сред-
нем до 0.23 ± 0.14 от исходного значения (рис. 3a, b).
Импульсная активность в этом случае также была
подавлена, но импульсы небольшой величины еще
сохранялись (рис. 3c). После возврата физиологи-
ческого раствора восстановление электрических
ответов не наблюдалось даже при длительном про-
мывании.

Влияние EGTA на амплитуду ЭРГ по сравнению
с Cd2+ выглядит менее эффективным: при концен-
трации EGTA 1 мМ амплитуда ответа обратимо
уменьшалась в среднем до 0.56 ± 0.22 от исходного
значения при длительности вспышки 500 мс
(рис. 4a). После возврата к физиологическому рас-
твору амплитуда ЭРГ восстанавливалась в течение
1 ч. Повышение концентрации EGTA до 10 мМ
приводило к существенному уменьшению ампли-
туды ЭРГ в среднем до 0.15 ± 0.16 (рис. 4b). Этот
эффект был очень сильным и, как правило, со-
хранялся после нескольких часов возврата к фи-
зиологическому раствору. Во всех выполненных
экспериментах в случае проявления угнетающего
влияния веществ на амплитуду волны ЭРГ также
уменьшалась амплитуда импульсного компонента
реакции глаза на световой стимул (рис. 4с). Все
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опыты с аппликацией EGTA проводили в бескаль-
циевом растворе. При этом замена физиологиче-
ского раствора на бескальциевый не оказывала
заметного влияния ни на амплитуду ЭРГ, ни на
импульсную реакцию на свет. Дополнительно
проверяли возможность вовлечения в рецептор-
ный ответ поступающего потока ионов кальция,

которые могли бы сохраняться в стекловидном те-
ле и в бескальциевом растворе. С этой целью были
проведены несколько экспериментов на препарате
глаза с удаленным хрусталиком. Результаты одного
из них представлены на рис. 5. Этот препарат, как
и интактный изолированный глаз, демонстрировал
стабильный электрический ответ на свет в бескаль-

Рис. 1. Электронные микрофотографии срезов трех разных частей сетчатки Lymnaea stagnalis. (a) Средняя часть латераль-
ной стенки глазного бокала. Виден профиль апикальной части фоторецепторной клетки с тремя гранулами экранирую-
щего пигмента и многочисленными микровиллами. Такие же многочисленные гранулы, видимые в нижней части фото-
графии, принадлежат опорным клеткам. (b) Дно глазного бокала. Видны продольные и поперечные срезы упорядоченных
в пространстве пучков микровилл фоторецепторных клеток. (c) Поперечный срез апикальной части фоторецепторной
клетки в нижней части полости глазного бокала. Многочисленные микровиллы этой фоторецепторной клетки плохо ор-
ганизованы в пространстве. Видны многочисленные везикулы и митохондрии, часть из которых обозначены соответ-
ственно черными и белыми стрелками. Имеются также элементы эндомембранных систем, предположительно аппарата
Гольджи (Ga). pc – фоторецепторная клетка; sc – опорная (пигментная) клетка; mv – микровиллы; cmv – поперечное
сечение микровилл; lmv – продольный срез микровилл; vb – стекловидное тело; g – гранулы экранирующего пигмента.
Масштабная линейка: 0.5 мкм.
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Рис. 2. Влияние аппликации 2-АPB на амплитуду медленной волны и импульсного компонента ЭРГ изолированного гла-
за Lymnaea stagnalis. (a) Нормированная и усредненная (n = 14) амплитуда медленной волны ЭРГ, вызванной световой
вспышкой различной продолжительности в физиологическом растворе (Saline 1), после 30 мин добавления 0.01 мМ
2-APB и после 1 ч восстановления физиологического раствора (Saline 2). (b, c) Примеры волн ЭРГ (b) и импульсных
ответов (c), полученных на вспышку света, в физиологическом растворе (1), после 30-минутного применения 0.01 мкМ
2-APB (2) и после 1 ч восстановления физиологического раствора (3). Обозначения: вертикальные линии – стандартное
отклонение; горизонтальные линии (b и c) – отметка вспышки света; **** – p < 0.0001; *** – p = 0.0001; ** – p = 0.001; ns –
p > 0.05 (тест Тьюки).
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Рис. 3. Влияние Cd2+ на амплитуду медленной волны и импульсного компонента ЭРГ изолированного глаза Lymnaea stag-
nalis. (a) Нормированная и усредненная (n = 15) амплитуда медленной волны ЭРГ, вызванная световой вспышкой раз-
личной продолжительности в физиологическом растворе (Saline 1), после 30 мин добавления 0.1 мМ CdCl2, 1 ч восста-
новления физиологического раствора (Saline 2) и после 30-минутного применения соли кадмия в концентрации 1 мМ.
(b, c) Примеры регистраций волн ЭРГ (b) и импульсных ответов (с), полученных в ответ на вспышку света, в физиологи-
ческом растворе (1), после 30-минутного применения Cd2+ в концентрации 0.1 мМ (2) и 1 мМ (3). Обозначения: верти-
кальные линии – стандартное отклонение; горизонтальные линии (b и c) – отметка вспышки света; **** – p < 0.0001;
* – p = 0.01; ns – p > 0.05 (тест Тьюки).
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циевом растворе. Однако применение 1 мМ EGTA
приводило к быстрому снижению амплитуды мед-
ленной волны ЭРГ на 40–50%. Возврат к бескаль-
циевому раствору приводил к небольшому росту
волны ЭРГ, а переход к физиологическому раство-
ру сопровождался увеличением как амплитуды
волны (рис. 5a), так и импульсной активности (рис.
5b) практически до исходных величин.

DTZ в концентрациях до 0.1 мМ не оказывал
статистически значимых отклонений амплитуды
волны ЭРГ от контроля, так и заметных изменений
импульсной активности в ответ на световые стиму-
лы всех использованных значений длительности. В
некоторых случаях возврат к физиологическому
раствору после аппликации DTZ сопровождался
даже некоторым увеличением амплитуды ЭРГ.
Статистически значимое угнетающее влияние
DTZ на ЭРГ проявлялось при концентрации
0.5 мМ (рис. 6a). При этом амплитуда волны ЭРГ
составила в среднем в среднем 0.43 ± 0.19 от исход-
ной величины при длительности вспышки 1.5 с
(рис. 6b). Продолжительное отмывание препарата
физиологическим раствором приводило к, по
крайней мере, частичному восстановлению обоих
компонентов ответа на освещение (рис. 6b, c).

Анализ влияния 2-APB, DTZ и Cd2+ на амплитуду
ЭРГ в бескальциевом растворе, содержащем 1 мМ
EGTA, проводили с целью анализа возможного

вклада входящего тока Ca2+ в генерацию ответа фо-
торецепторов на световой стимул. Эти опыты вы-
полнялись на препаратах как интактного глаза, так
и после удаления хрусталика. На рисунке 7 пред-
ставлены примеры ЭРГ, полученные в таких экс-
периментах. Во всех опытах введение в бескальци-
евый раствор 1 мМ EGTA уменьшало амплитуду
ЭРГ до 50–60% от ее исходного значения. На этом
фоне введение в раствор 0.2 мМ Cd2+ приводило к
дальнейшему уменьшению ЭРГ, которое имело
прогрессирующий и необратимый характер (рис. 7a).
В таких же исходных условиях введение в раствор
1 мМ DTZ немного даже увеличивало амплитуду
ЭРГ (рис. 7b), а 0.1 мМ 2-APB практически пол-
ностью ее подавляло (рис. 7с). Следует отметить,
что эффект этих веществ был обратимым, а в слу-
чае восстановления бескальциевого раствора по-
сле аппликации 2-APB амплитуда ЭРГ даже уве-
личилась.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ полученных результатов строится на
представлении, что медленная волна ЭРГ пред-
ставляет собой интегральный показатель рецеп-
торных потенциалов светочувствительных клеток
сетчатки. Поэтому обсуждение возможных путей
фототрансдукции в сетчатке L. stagnalis основано

Рис. 4. Влияние EGTA на амплитуду медленной волны и импульсного компонента ЭРГ изолированного глаза Lymnaea
stagnalis. (a) Нормализованная и усредненная (n = 16) амплитуда медленной волны ЭРГ, вызванной световой вспышкой
различной длительности в физиологическом растворе (Saline 1), через 30 мин добавления 1 мМ EGTA, через 1 ч восста-
новления физиологического раствора (Saline 2) и через 30 мин аппликации 10 мМ хелатирующего агента. (b, c) Примеры
волн ЭРГ (b) и импульсных ответов (c), полученных на вспышку света в физиологическом растворе (1), после 30-минут-
ного применения EGTA в концентрации 1 мМ (2) и 10 мМ EGTA (3). Обозначения: вертикальные линии – стандартное
отклонение; горизонтальные линии (b и c) – отметка вспышки света; **** – p < 0.0001; ** – p = 0.0026; * – p < 0.05;
ns – p > 0.05 (тест Шидака).

1 10 20 50
10

0
200

300
500

Light flash duration, ms

1.0

Saline 1
EGTA 1 mM

EGTA 10 mM
Saline 2

E
R

G
 a

m
pl

itu
de

, r
el

at
iv

e 
un

its

0.5

0

(a)

****************
****

****

**
*

*ns

****

****

****

****

ns

****

200 �V
400 ms

1

3

(b)

2

20 �V
500 ms

(c) 1

2

3



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 58  № 3  2022

КАЛЬЦИЕВЫЙ КОМПОНЕНТ ФОТООТВЕТОВ СЕТЧАТКИ МОЛЛЮСКА 203

на эффектах препаратов, влияющих именно на
этот компонент реакции на свет. Эксперименталь-
ные результаты, представленные в статье, указыва-
ют на важную роль Са2+ в трансформации светово-
го сигнала в фоторецепторах сетчатки L. stagnalis.
Поскольку 2-APB позиционируется как модулятор
высвобождения Са2+ из цитоплазматических депо
[24], то его ингибирующее действие на ЭРГ прудо-
вика указывает на наличие именно этого этапа в
фототрансдукции в сетчатке прудовика. Такой ме-
ханизм реализуется, например, в рабдомерных фо-
торецепторах мечехвоста Limulus. В них регуляция
концентрации Са2+ предположительно осуществ-
ляется посредством активации рецепторов IP3
мембран внутриклеточных депо. Применение
2-APB подавляет повышение концентрации цито-
плазматического Са2+ в фоторецепторах Limulus и
их деполяризацию, вызванную светом, а также
внутриклеточной инъекцией IP3 [25]. Однако в фо-
торецепторах Drosophila повышение внутриклеточ-
ной концентрации Са2+ при фототрансдукции
обеспечивается его поступлением в цитоплазму из

внешнего раствора через активируемые TRP-кана-
лы мембран микровилл [26, 27]. Таким образом, в
фоторецепторах животных даже одной таксономи-
ческой группы могут реализовываться разные ме-
ханизмы фототрансдукции. Такая диверсифика-
ция делает необходимым рассмотреть оба пути по-
ступления Са2+ в цитоплазму фоторецепторов
L. stagnalis. В бескальциевом растворе сохранялась
амплитуда волн ЭРГ, генерируемых препаратами
как интактных глаз, так и после удаления из них
хрусталика (рис. 5 и 7). Однако после введения в
раствор EGTA амплитуда этого ответа уменьша-
лась, а оставшийся ответ подавлялся аппликацией
2-APB (рис. 7). Мы предлагаем следующую трак-
товку этой последовательности событий. В раство-
ре, не содержащем Ca2+, вблизи микровилл фото-
рецепторов сохраняется некоторое количество
Ca2+, которые не удаляются полностью путем диф-
фузии, но могут быть связаны хелатором. В таких
условиях угнетающее влияние на электрические
реакции 2-APB может быть интерпретировано как
подавление внутриклеточного выброса Ca2+ в ци-
топлазму. Отметим отсутствие заметного влияния
DTZ на ЭРГ L. stagnalis в бескальциевом растворе в
присутствии EGTA при том, что в физиологиче-
ском растворе он в концентрациях, начиная с
0.5 мМ, уменьшал амплитуду ЭРГ (рис. 6). Воз-
можно, что в физиологическом растворе в при-
меняемых концентрациях проявлялось его бло-
кирующее действие на кальциевые каналы по
фармакологическим свойствам близкие в Cav
каналам, блокируемым (+)-цис-дилтиаземом.

На основании изложенного выше мы предпола-
гаем, что процесс фототрансдукции L. stagnalis
включает повышение концентрации Ca2+ в цито-
плазме как за счет стимуляции его выхода из цито-
плазматических депо, так и частично за счет входя-
щего трансмембранного тока этих ионов, подобно-
го тому, что был обнаружен в микровиллярных
фоторецепторах Lima scarba [28]. Судя по измене-
ниям амплитуды ЭРГ оба пути поступления Ca2+ в
цитоплазму фоторецепторов вносят примерно
одинаковый вклад в их деполяризацию.

Подавление ЭРГ после введения в раствор Cd2+

проявлялось во всех вариантах растворов (физио-
логическом, бескальциевом и после добавления в
него EGTA) при примерно одинаковой концентра-
ции 0.2 мМ. Учитывая необратимый характер ука-
занного влияния, а также способность Cd2+ прохо-
дить через плазматические мембраны [29], можно
предполагать, что влияние этого иона на ЭРГ мо-
жет быть результатом неспецифического деструк-
тивного действия на белки. Однако, если увеличе-
ние концентрации цитоплазматического Ca2+ мо-
жет быть частично обеспечено входящим током
этих ионов, то почему угнетающее влияние Cd2+

проявляется только в высоких концентрациях 0.2–
0.3 мМ в физиологическом растворе. Это при том,

Рис. 5. Примеры записей волн ЭРГ (а) и импульсных
реакций (b) изолированного глаза Lymnaea stagnalis с
удаленным хрусталиком, полученных на световую
вспышку, в бескальциевом растворе (1), после 10 мин
аппликации 1 мМ EGTA (2), через 10 мин после возвра-
щения бескальциевого раствора (3) и через 10 мин пре-
бывания в физиологическом растворе (4). Горизон-
тальные линии – отметка вспышки света.
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что блокирующий эффект Cd2+ на потенциал-за-
висимые кальциевые каналы проявляется уже при
концентрациях в диапазоне 2–10 мкМ [21]. Таким
образом, отсутствие влияния на ЭРГ низких кон-
центраций Сd2+ в физиологическом растворе вхо-
дит в видимое противоречие с описанным эффек-
том EGTA. Предположение о нечувствительности
входящего тока Ca2+ фоторецепторов к практиче-
ски милимолярным концентрациям Cd2+ пред-
ставляется маловероятным. Мы пока не имеем од-
нозначного ответа на этот вопрос, который нужда-
ется в дальнейшем изучении.

Выход Ca2+ из цитоплазматических депо может
быть результатом гидролиза PIP2 с образованием
IP3 и последующей активации его рецепторов, как
это происходит у Limulus [25]. Однако, основыва-
ясь только на влиянии 2-APB на амплитуду ЭРГ
L. stagnalis, нельзя с уверенностью утверждать, что
выброс Са2+ в цитоплазму фоторецепторов проис-
ходит за счет активации рецепторов IP3 [30, 31]. Та-
кой механизм может быть рассмотрен в качестве
предположения и также нуждается в дополнитель-
ных исследованиях. Другой вопрос, где расположе-
ны депо кальция и может ли действие на них IP3
обеспечиваться механизмом простой диффузии
его молекул в цитоплазме? Электронно-микроско-
пический анализ не дает очевидных свидетельств

наличия таких структурных элементов в цитоплаз-
ме микровилл фоторецепторов L. stagnalis. При
этом в стволовой части их апикальных отделов
присутствуют многочисленные везикулы и внутри-
клеточные мембраны, которые могут быть струк-
турной основой внутриклеточного депо ионов
кальция. Предположим, что высвобождение Са2+

из депо контролируется активацией рецепторов
IP3, которая достигается повышением концентра-
ции этого вторичного мессенджера в цитоплазме. В
этом случае вопрос заключается в том, может ли
образование IP3 в мембранах микроворсинок, наи-
более вероятном месте локализации родопсина,
обеспечить эффективную активацию его рецепто-
ров на внутриклеточных структурах апикальной
части фоторецептора? Расчеты, основанные на ве-
личине коэффициента диффузии IP3 в цитоплазме
клеток нейробластомы, дают в предельном случае
около 5 мкм как расстоянии, на котором эффек-
тивность внутриклеточного медиатора может быть
равна половине максимальной [32]. Такая величи-
на вполне согласуется с линейными размерами фо-
торецепторных микроворсинок L. stagnalis, вклю-
чая их проксимальные отделы. Поэтому представ-
ляется, что геометрия фоторецепторной клетки
вполне обеспечивает механизм диффузии внутри-
клеточного мессенджера к цитоплазматическим
депо кальция.

Рис. 6. Влияние DTZ на амплитуду медленной волны и импульсного компонента ЭРГ изолированного глаза Lymnaea stag-
nalis. (a) Нормализованная и усредненная (n = 10) амплитуда медленной волны ЭРГ, вызванной вспышкой света различ-
ной продолжительности в физиологическом растворе (Saline 1), после 30 мин добавления 0.5 мМ DTZ и спустя 1 ч после
восстановления физиологического раствора (Saline 2). (b, c) Примеры записей волн ЭРГ (b) и импульсных ответов (c), по-
лученных на световую вспышку в физиологическом растворе (1), после 30 мин аппликации 0.5 мМ DTZ (2) и 1 ч восста-
новления физиологического раствора. Обозначения: вертикальные линии – стандартное отклонение; горизонтальные
линии (b и c) – отметка вспышки света; **** – p < 0.0001; ** – p = 0.005; * – p = 0.019; ns – p > 0.05 (тест Тьюки).
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Результаты, полученные в данной работе, сви-
детельствуют также о различии путей фототранс-
дукции в сетчатке и коже L. stagnalis. Основание
для такого вывода видится в противоположном
влиянии 2-APB на реакцию фоторецепторов глаза
и кожи на освещение. Так, в наших экспериментах
2-APB в концентрациях выше 2 мкМ подавлял вол-
ну ЭРГ и импульсные реакции фоторецепторов
сетчатки на освещение. При этом в концентрации
до 50 мкМ 2-APB не оказывал заметного влияния
на электрические off-реакции RPeD11 на световое
раздражение кожи и поведенческое проявление те-
невого рефлекса. [16]. В то же время ингибирую-

щее действие DTZ в обоих исследованиях проявля-
лось в сходных концентрациях. В настоящее время
мы не можем связать выявленные различия в дей-
ствии 2-APB на фоторецепторы сетчатки и кожи
прудовика с различиями в их строении или элек-
трических свойствах. Реакции на свет, регистриру-
емые в изолированном глазу, отражают активность
фоторецепторов, направляющих свои аксоны не-
посредственно к зрительному нерву без синаптиче-
ского переключения [33]. Таким образом, эффекты
фармакологических препаратов, наблюдаемые в
наших экспериментах, являются результатом их
влияния на микровиллярные фоторецепторы сет-

Рис. 7. Влияние 1 мМ DTZ (a), Cd2+ (b) и 0.1 мМ 2-APB (c) на ЭРГ Lymnaea stagnalis. Записи, представленные на (а) и (с),
сделаны в бескальциевом растворе (1), после добавления 1 мМ EGTA (2) и аппликации веществ (3) и последующего
возвращения исходного раствора (4). Записи, представленные на (b), сделаны: в бескальциевом растворе (1), после добав-
ления 1 мМ EGTA (2), введения в раствор Cd2+ в концентрациях 0.1 мМ (3), 0.4 мМ (4) и 0.5 мМ (5) и возврата к исходному
раствору (6). ЭРГ на (a) и (b) получены в опытах на препаратах изолированного глаза, а на (с) – после удаления хрустали-
ка. Горизонтальные линии – отметка вспышки света.
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чатки. Что касается электрических off-реакций
центрального нейрона RPeD11, регистрируемых
при световой cтимуляции кожи мантии, то они яв-
ляются результатом прохождения сигнала хотя бы
через один синапс, образованный на нейроне аф-
ферентными волокнами мантийного нерва [15].
При этом не очевидно, что электрические реакции
на световую стимуляцию области пневмостома
L. stagnalis, регистрируемые в самом мантийном
нерве [14], принадлежат именно фоторецепторным
клеткам и не трансформируются, например, в
нервном сплетении кожи. Кроме того, остается не-
известным цитологический тип светочувствитель-
ных элементов кожи прудовика. По результатам
электронно-микроскопического исследования
сенсорных структур кожи этого моллюска функ-
ция фоторецептора была приписана цилиарным
клеткам [34]. Однако это предположение до сих
пор не подтверждено.

Отдельно стоит обсудить вопрос об участии Ca2+

в генерации импульсной составляющей ЭРГ. Как
сама ЭРГ, так и электрические реакции отдельных
фоторецепторов [12] состоят из градуальной волны
деполяризации и возникающих на ее фоне им-
пульсных реакций. Возможно, что эти процессы
разнесены в фоторецепторах пространственно и,
очевидно, обеспечиваются различными механиз-
мами. Следует указать, что в случае ЭРГ, которая
регистрируется внеклеточно, импульсный компо-
нент представляет собой результат сложения ам-
плитуд потенциалов действия многочисленных
фоторецепторов. Поэтому увеличение амплитуды
вспышки импульсов в восходящую фазу и пик вол-
ны ЭРГ могут быть результатом как увеличения ча-
стоты, так и числа возбуждающихся фоторецепто-
ров. В случае применения 2-APB в целом наблюда-
лось соответствие амплитуд волны ЭРГ и
импульсного компонента (рис. 2b, c), что объясни-
мо, если предположить сугубо внутриклеточный
механизм действия вещества. В этом случае число
и частота импульсирующих фоторецепторов зави-
сят от амплитуд их деполяризации, являющихся, в
свою очередь, конечным результатом фототранс-
дукции. Исчезновение же импульсной реакции
при лишь частичном подавлении амплитуды вол-
ны ЭРГ, вызванном применением EGTA (рис. 4b,
c), может указывать на важную роль именно вне-
клеточного Ca2+ в генерации потенциалов дей-
ствия фоторецепторов. Аналогично может быть
объяснено заметное уменьшение импульсного
компонента ЭРГ при введении в раствор DTZ
(рис. 6b, c). Что касается эффектов Cd2+, то вопрос
механизмов его влияния на компоненты ЭРГ тре-
бует дополнительного изучения.

Суммируя приведенные выше рассуждения, мы
можем сформулировать некоторые выводы отно-

сительно механизмов преобразования светового
сигнала в фоторецепторах L. stagnalis:

1) регуляция концентрации Ca2+ в цитоплазме
является компонентом фототрансдукции в микро-
виллярных фоторецепторах сетчатки;

2) источником поступления в цитоплазму Ca2+

являются как внутриклеточные депо, так и внекле-
точная микросреда;

3) выраженный угнетающий эффект 2-APB на
ЭРГ при отсутствии его заметного влияния на
электрические реакции центрального нейрона
RPeD11, вызванные световой стимуляцией мантии
[16], позволяет предполагать различия молекуляр-
ных механизмов фототрансдукции в сетчатке и ко-
же моллюска;

4) входящий ток Ca2+ является компонентом ме-
ханизма генерации фоторецепторами потенциалов
действия.

Представленные в статье результаты и их интер-
претация являются первым шагом в изучении пу-
тей преобразования света в фоторецепторах брю-
хоногих моллюсков, которое имеет перспективу
продолжения как на клеточном, так и на молеку-
лярном уровне.
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CALCIUM COMPONENT OF THE RETINAL LIGHT RESPONSE 
IN THE SNAIL LYMNAEA STAGNALIS: A PHARMACOLOGICAL

AND ULTRSTRUCTURAL STUDY
V. V. Zhukova,# and M. V. Saphonova

a Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia
#e-mail: valerzhukov@mail.ru

The study aimed to analyze the role and sources of calcium ions during the retinal light response in the freshwater
pond snail Lymnaea stagnalis. We explored the effect of the following pharmacological agents modulating intra-
cellular Ca2+ concentration on the electroretinogram (ERG) of an isolated eye: 2-aminoethyl diphenyl borate, a
Ca2+ current modulator; EGTA, a Ca2+ chelator; (+)-cis-dilthiazem and Cd2+, Ca2+ channel blockers. All these
agents suppressed the slow ERG wave and associated impulse activity with varying degrees of effectiveness and
reversibility. It was concluded that light response of L. stagnalis microvillar photoreceptors is accompanied by an
elevation of the cytoplasmic Ca2+ concentration. Together with ultrastructural features of photoreceptors, our
results suggest that during the light response calcium ions are not only released from the apical intracellular Ca2+

stores, but, at least partly, enter from the extracellular medium.

Keywords: Lymnaea stagnalis, retina, photoreceptors, ultrastructure, phototransduction, electroretinogram,
pharmacological analysis, Ca2+
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