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Известно, что в спинальных мотонейронах после поражения верхнего уровня
спинного мозга происходит деградация нейронов, сопровождающаяся дегенера-
цией аксонов. В настоящем исследовании функциональная целостность нервно-
мышечной передачи оценивалась методом стимуляционной механомиографии.
Мы продемонстрировали снижение модулирующей активности АТФ в холинер-
гическом синапсе вследствие травмы спинного мозга (модель контузионной
травмы спинного мозга) в сравнении с гиподинамией (модель антиортостатиче-
ского вывешивания задних конечностей). Продемонстрированная аномальная
модуляция пуринами нервно-мышечного перехода предоставляет доказатель-
ства дегенерации аксонов и предполагает, что транссинаптическая дегенерация
двигательных нейронов может происходить ниже уровня поражения спинного
мозга у пациентов с подобными травмами.
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ВВЕДЕНИЕ

Обзор исследований, рассматривающих изменения в двигательных единицах
вследствие действия различных повреждающих факторов, позволяет утверждать, что
преобразования в количестве и балансе возбуждающих и тормозных сигналов после
травмы спинного мозга реорганизуют управление мотонейронами. Похоже, что изме-
нения в ретроградной сигнализации наряду с событиями в проксимальном участке
аксона информируют тело мотонейрона о дистально расположенном повреждении,
чтобы активировать сложный клеточный ответ, который в конечном итоге направлен
либо на регенерацию, либо, в некоторых случаях, на гибель клеток [1, 2].

Повреждения спинного мозга человека, происходящие обычно на шейном и
грудном уровнях, приводят к прерыванию нисходящих путей к нижним двигатель-
ным нейронам [3] и к значительным функциональным и морфологическим наруше-
ниям двигательных единиц, расположенных каудальнее места повреждения [4, 5].
В ряде исследований была показана посттравматическая выживаемость мотоней-
ронов [6, 7], но структурные изменения их синаптических контактов с мышцами,
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вызванные глубокой потерей активности, до сих пор остаются малоизученными.
Восстановление после травм спинного мозга требует не только восстановления
связи между головным и спинным мозгом, но и стабилизации связей между двига-
тельными нейронами и мышцами [4].

В ряде исследований было показано, что периферическая нервная система не
остается интактной после травматического повреждения спинного мозга. С 60-х гг.
прошлого столетия методом клинической электромиографии зарегистрировано
наличие спонтанных потенциалов (фибрилляции и положительные острые волны)
после травмы спинного мозга у человека [8], что в дальнейшем более подробно бы-
ло описано на животных моделях [9].

При моделировании экспериментальной травмы спинного мозга также наблю-
дались изменения морфофункционального состояния скелетных мышц, подобные
постденервационным [10], к примеру, снижение мембранных потенциалов в по-
кое, снижение мембранной резистентности, распространение ацетилхолиновых
рецепторов (AChR) от области концевой пластинки, холинергическая гиперчув-
ствительность и гиперкалиемия при введении сукцинилхолина [5].

Существует несколько гипотез о том, чем можно объяснить такие результаты, од-
ной из возможных причин может быть нарушение функции нервно-мышечного си-
напса. Существуют данные об изменении аксонального транспорта нескольких ви-
дов веществ, участвующих в синаптической передаче у крыс с травмой спинного
мозга на грудном уровне [11], снижение транспорта ацетилхолина и холин-ацетил-
трансферазы, при увеличении переноса ацетилхолинэстеразы. Дальнейшие дополни-
тельные исследования позволили утверждать, что существует прямая связь между
ожидаемым снижением синаптической передачи при травме спинного мозга и умень-
шением плотности AChR за счет уменьшения их рециркуляции и синтеза [12, 13].

К тому же, зарегистрированное уменьшение амплитуды сокращений мышц ука-
зывает на потерю аксонов, которая может происходить из-за гибели тел нервных
клеток в спинном мозге и в ганглиях задних корешков или из-за того, что эти ней-
роны, лишенные синаптических входов и импульсной активности после травмы
спинного мозга, не могут поддерживать жизнеспособный аксон [14].

В дополнение к опосредованию (модуляторному действию) нейротрансмиссии,
АТФ была идентифицирована как мощный передатчик астроцитарной кальциевой
сигнализации [15, 16]. Астроциты высвобождают АТФ регулируемым путем, что
приводит к распространению межклеточных волн проникновения кальция в цито-
золь [17]. Астроцитарная кальциевая сигнализация, по-видимому, является общим
механизмом, с помощью которого астроциты реагируют на различные стимулы,
включая синаптическую активность, воздействие медиатора и травматическое по-
вреждение [18]. В свою очередь, сигналы астроцитарного кальция передаются сосед-
ним нейронам, тем самым модулируя их синаптическую силу [19]. Этот АТФ-зависи-
мый процесс распространения кальциевых волн происходит не только в головном
мозге, где он лучше всего изучен in situ, но также и в паренхиме спинного мозга [20,
21], где он может играть роль в распространении местного повреждения.

Известно, что вследствие повреждения тканей высвобождается большое коли-
чество молекул АТФ, непосредственно участвующих в механизмах развития остро-
го и хронического болевого синдрома, а также местного и генерализованного вос-
палительного процесса [22, 23]. При повреждении спинного мозга выброс АТФ
увеличивается в перитравматических областях в течение более чем 6 ч [24].

Среди АТФ-чувствительных пуринергических рецепторов рецептор P2X7 (P2X7R)
необычен тем, что может образовывать большие макромолекулярные поры при по-
вторяющемся или длительном воздействии высоких концентраций АТФ [25]. Роль
этого рецептора особенно важна при спинальной травме, поскольку он обильно
экспрессируется нейронами спинного мозга [24], которые, в свою очередь, реаги-
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руют на АТФ чрезмерным возбуждением, за которым следует необратимое увели-
чение Ca2+ и, в конечном счете, гибель клеток.

Также известны провоспалительные эффекты активации P2X7R: высвобожде-
ние интерлейкинов (включая IL-113) [26], супероксида и активация каспазы [27],
циклооксигеназы-2 и ФНО-а [28, 29].

На основании вышеизложенного, целью настоящего исследования было выбра-
но определение вовлеченности P2-сигнализации в нервно-мышечном синапсе на
модели травмы спинного мозга и гиподинамии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве объекта исследования использовали структуры опорно-двигательно-
го аппарата тазовых конечностей, имеющие принципиальное значение в организа-
ции двигательной активности (морфофункционально различные: камбаловидная
мышца, длинный разгибатель большого пальца ноги и диафрагма–соответствующие
нервно-мышечные синапсы–соответствующие спинальные двигательные центры).

Не менее чем за неделю до начала и во время экспериментов каждую крысу раз-
мещали в отдельной специализированной клетке при комнатной температуре
23°C, с циклом свет/темнота: 12 ч/12 ч, с доступом к воде и пище ad libitum. Все экс-
периментальные воздействия осуществляли в одинаковое время суток.

В зависимости от решаемых исследовательских задач животные были разделены
на следующие экспериментальные группы: группу с контузионной травмой спин-
ного мозга (как модель ограничения центростремительной и центробежной сигна-
лизации, сопровождающаяся ограничением функционального использования дви-
гательного аппарата); группу с воздействием моделируемой гипогравитации (как
модель ограничения действия осевой нагрузки и силы реакции опоры при сохране-
нии нервных влияний и возможности сократительной активности мышцы). Иден-
тичность каждой крысы в каждой экспериментальной группе оставалась закодиро-
ванной до конца эксперимента и анализа данных.

Контузионную травму спинного мозга осуществляли по модифицированной ме-
тодике Allen [30]. Под комбинированной внутримышечной анальгезией с исполь-
зованием золетила (Zoletil 50, “Virbac”, Франция), 0.5 мг/кг и ксилавета инъекци-
онного (XylaVET, “Pharmamagist Ltd”, Венгрия) 0.5 мл/кг в асептических условиях осу-
ществляли препарирование 7–8 грудных позвонков. Проводили ламинэктомию,
после чего позвоночный канал оголялся, становился доступным для осмотра и ма-
нипуляций в нем, а твердая оболочка спинного мозга оставалась интактной. Затем
устанавливали трубку высотой 20 см на корни дужек ламинэктомированного по-
звонка и опускали внутри нее груз массой 2.5 г с высоты 5 см. Падающий груз и
трубку после нанесения удара сразу же удаляли. После операции всем животным
вводили антибактериальный препарат энрофлон (0.1 мл, п/к), животных помеща-
ли в индивидуальные клетки, однократно подкожно вводили 5 мл 0.9%-ного раствора
хлорида натрия. В течение первых суток осуществляли дополнительный обогрев. В по-
слеоперационном периоде у животных с нарушением мочеиспускания механически
опорожняли мочевой пузырь дважды в день до восстановления его функции.

Для дополнительного контроля экспериментов на модели контузионной травмы
спинного мозга и исключения данных, которые могут быть получены при ограни-
чении движений нижних конечностей, было принято решение провести дополни-
тельные исследования в условиях моделируемой гипогравитации.

Для имитации гипогравитации была использована модель антиортостатическо-
го вывешивания задних конечностей крыс [31–33]. В такой экспериментальной
модели сведены к минимуму влияния таких нежелательных побочных факторов,
как фиксация и ограничение возможности перемещения в пространстве. Сохране-
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ние подвижности благоприятно сказывается на общем состоянии животного, сни-
мает беспокойство и агрессивность.

После проведения операции животных содержали в течение семи суток в оди-
ночных клетках с водой и кормом ad libitum. После семисуточного восстановления
животных предварительно наркотизировали, вводя внутрибрюшинно раствор эта-
минала натрия в дозе 40 мг/кг, обескровливали и выделяли m. soleus, m. extensor dig-
itorium longus, m. diaphragma с культями нервов.

Выделенные мышцы, зафиксированные за оба сухожильных конца, погружали в
небольшие резервуары объемом 10 мл, наполненные раствором Кребса (состав в мМ):
NaCl – 118.0, KCl – 4.75, CaCl2 – 2.5, NaHCO3 – 24.8, KH2PO4 – 1.18, MgSO4⋅7H2O –
1.18, глюкоза – 11, рН 7.4. Заданное значение температуры (20 ± 0.5°C) поддержи-
вали с помощью термостата. На мышцы изначально подавали нагрузку в 1 г, затем
оставляли в покое на полчаса для адаптации к среде.

Электростимуляцию проводили с помощью “всасывающего” электрода (suction
electrode). Культю нерва выделенной мышцы помещали в “всасывающий” элек-
трод оригинальной конструкции. Для раздражения использовали электростимуля-
тор Digitimer MultiStimul D330 (Великобритания). Мышцы стимулировали в тече-
ние 2 мин прямоугольными импульсами амплитудой 3 В и продолжительностью
0.5 мс при частоте 0.1 Гц. Силу сокращений мышц регистрировали с помощью дат-
чика двигательной активности Linton FСG-01 (Великобритания), аналоговый сиг-
нал преобразовывали системой ̆ сбора данных Biopack MP100МSW (США). Все по-
лученные в течение двух минут ответы (12 сократительных ответов) усредняли и
обрабатывали как один результат. Рассчитывали их в процентах относительно ис-
ходных результатов, полученных в начале эксперимента. Через полчаса после фик-
сирования нервно-мышечной ткани проводили контрольную стимуляцию мышц
дважды с интервалом в пять минут, удостоверившись в стабильности сократитель-
ных ответов, начинали экспериментальные процедуры.

Рис. 1. Схема нанесения контузионной травмы.
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Для оценки эффектов пуринергических агонистов и антагонистов в ванночку до-
бавляли 100 мкМ АТФ и через 10 мин оценивали механические ответы мышцы. За-
тем мышцу промывали раствором Кребса и инкубировали с раствором сурамина в
концентрации 100 мкМ в течение 20 мин с последующим добавлением 100 мкМ
АТФ и вновь регистрировали механические ответы мышц. Для подтверждения си-
наптической природы эффектов АТФ в экспериментах нервно-мышечную ткань
инкубировали с сурамином в концентрации 100 мкМ, через 20 мин регистрировали
сократительные ответы мышц, возникающие в ответ на непрямую стимуляцию
электрическим током.

Статистическую обработку данных проводили с помощью программы SPSS Sta-
tistics. Проверку соответствия полученных данных нормальному распределению про-
водили с помощью критерия Колмогорова. Рассчитывали средние арифметические
анализируемых параметров и стандартную ошибку. Статистическую значимость на-
блюдаемых изменений оценивали с помощью критерия Стьюдента для независимых и
попарно сопряженных выборок. Различия рассматривали как значимые при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При условиях, соответствующих нативным, усредненная по 10 экспериментам
сила сокращения камбаловидной мышцы крысы составила 2.48 ± 0.31 г, 7-дневная
ортостатическая разгрузка и контузионная травма спинного мозга оказывали об-
легчающее влияние на сократимость исследуемой мышцы, так, сила сокращения
составила 118.3 ± 5.0% (n = 8, р < 0.05) и 121.7 ± 3.9% (n = 10, р < 0.05) соответствен-
но от исходных значений интактной мышцы (рис. 2).

АТФ в концентрации 100 мкМ обратимо потенцировала амплитуду вызванных
стимуляцией электрическим полем сокращений интактной камбаловидной мыш-
цы – до 117.6 ± 5.2% (n = 10, р < 0.05, рис. 2). Ее эффект сохранялся и на объектах,
подвергшихся ортостатической разгрузке. Однако мы не получили достоверных
данных на контуженных животных, такое снижение модулирующей способности
АТФ согласуется с данными, полученными нами ранее на модели денервации [34].

Рис. 2. Зависимость силы сокращений m. soleus крыс, вызванных электрической стимуляцией, от экспе-
риментальных условий в контроле и добавлении в среду АТФ (100 мкМ), сурамина (100 мкМ) или их со-
четания. n = 8–10. * р < 0.05 от контрольных значений.
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Неселективный антагонист Р2-рецепторов сурамин в концентрации 100 мкМ
никаких достоверных эффектов не проявил. При этом на его фоне почти полно-
стью угнеталось действие экзогенной АТФ (100 мкМ).

Усредненная по 12 экспериментам сила сокращения m. diaphragma интактных
крыс составила 1.51 ± 0.075 г (n = 12), что было принято за 100%. Ортостатическая
разгрузка и контузионная травма спинного мозга существенно не влияли на сокра-
тимость дыхательной мышцы.

Аппликация 100 мкМ АТФ на m. diaphragma обратимо усиливала контрактиль-
ную способность интактной мышцы до 114.6 ± 5.2% (n = 12, р < 0.05, рис. 3) и до
116.2 ± 6.1% (n = 7, р < 0.05, рис. 3) на диафрагме крыс, подвергшихся антиортоста-
тическому вывешиванию. На фоне контузии наблюдалось стойкое снижение мо-
дулирующей способности АТФ до статистически незначимых 106.9 ± 7.3% (n = 8,
р > 0.05, рис. 3).

Сурамин в концентрации 100 мкМ никаких достоверных эффектов не про-
явил. При этом на его фоне почти полностью угнеталось действие экзогенной
АТФ (100 мкМ).

Cила сокращения m. EDL интактных крыс составила 0.75 ± 0.039 г (n = 10), что
было принято за 100%. Гипогравитационная разгрузка усиливала сократимость ис-
следуемой мышцы, так, сила сокращения составила 121.1 ± 7.1% (n = 9, р < 0.05) от
исходных значений на интактной мышце (рис. 4). В противоположность этому
контузионная травма спинного мозга вызывала снижение силы сокращения до
86.6 ± 7.2% (n = 10, р < 0.05, рис. 4) от контроля на интактной мышце.

Аппликация 100 мкМ АТФ на m. EDL обратимо угнетала контрактильную способ-
ность интактной мышцы до 86.2 ± 3.9% (n = 10, р < 0.05, рис. 4) и до 108.6 ± 2.9% (n = 9,
р < 0.05, рис. 4) на m. EDL крыс, подвергшихся антиортостатическому вывешиванию.
На фоне контузии не наблюдалось значимой АТФ-индуцированной модуляции.

Сурамин в концентрации 100 мкМ никаких достоверных эффектов не про-
явил. При этом на его фоне почти полностью угнеталось действие экзогенной
АТФ (100 мкМ).

Рис. 3. Зависимость силы сокращений m. diaphragma крыс, вызванных электрической стимуляцией, от
экспериментальных условий в контроле и добавлении в среду АТФ (100 мкМ), сурамина (100 мкМ) или
их сочетания. n = 7–12. * р < 0.05 по сравнению с контролем.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Травма спинного мозга является основной причиной инвалидности, и в настоя-
щее время общепринятого лечения данного патологического состояния не суще-
ствует [1, 2, 4]. Снижение функциональной активности мышечной системы после
травм спинного мозга связано как с прямым механическим повреждением, так и со
вторичными патофизиологическими механизмами, вызванными первоначальной
травмой. Эти механизмы изначально включают обширное кровоизлияние в месте
повреждения и некроз клеточных компонентов центральной нервной системы. На
более поздних стадиях повреждения в спинном мозге наблюдается реактивный
глиоз [35]. Действия астроцитов, а также многих других клеток в этом ответе созда-
ют среду, которая крайне неблагоприятна для повторного роста аксонов, к тому же
происходит активация иммунной системы. Например, раннее привлечение ней-
трофилов, а на более поздних стадиях макрофагов, к месту повреждения вызывает
обострение травмы. Однако на хронических стадиях макрофаги и рекрутирован-
ные Т-хелперы потенциально могут обеспечивать трофическую поддержку ней-
ронных и ненейрональных компонентов поврежденной центральной нервной си-
стемы. В условиях активации такого количества повреждающих механизмов оли-
годендроциты оказываются очень уязвимыми. На хронических стадиях травмы
спинного мозга большое количество олигодендроцитов подвергается апоптозу в
местах, удаленных от места первичного повреждения [36]. Это приводит к оголе-
нию аксонов и ухудшению их проводящих способностей, что значительно усугуб-
ляет функциональные нарушения. За счет изучения молекулярных механизмов,
вызывающих апоптоз олигодендроцитов, и выявления потенциальных мишеней
для терапевтического вмешательства предотвращение этой волны апоптоза будет
иметь огромное значение для людей, живущих с травмой спинного мозга [35].

Травма спинного мозга связана с многократным увеличением высвобождения
АТФ, которое может продолжаться в течение 6 ч и более, с чем связано вторичное
повреждение и гибель мотонейронов вследствие увеличения концентрации цито-
зольного Ca2+ [37].

Рис. 4. Зависимость силы сокращений m. EDL крыс, вызванных электрической стимуляцией, от экспе-
риментальных условий в контроле и добавлении в среду АТФ (100 мкМ), сурамина (100 мкМ) или их со-
четания. n = 9–10. * р < 0.05 по сравнению с контролем.
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P2X-рецепторы – это АТФ-зависимые катионные каналы, которые опосредуют
быструю передачу возбуждения в различных областях головного и спинного мозга.
При этом некоторые подтипы рецепторов P2X обладают необычным свойством из-
менять свою ионную селективность при длительном воздействии АТФ. Кратковре-
менное воздействие АТФ индуцирует открытие каналов, проницаемых как для од-
но-, так и для двухвалентных катионов, тогда как более продолжительное воздей-
ствие приводит к прогрессирующему расширению пор канала с развитием
проницаемости для молекул размером до 700 Да [24].

Grafe и соавт. исследовали кинетику выхода АТФ и изменения амплитуды ПД
при механическом воздействии (сдавливании) А-волокон нерва. Это приводило к
увеличению экстраклеточного АТФ и одновременно к уменьшению амплитуды
ПД [38] и, по мнению авторов, АТФ активирует аксональные P2X рецепторы.

Поскольку распространение кальциевых волн опосредовано высвобождением
АТФ, возникает вопрос, может ли, в частности, травма спинного мозга быть связа-
на с чрезмерным высвобождением АТФ, и является ли АТФ вредным для нейронов
спинного мозга. Вероятнее всего, чрезмерное высвобождение АТФ может приве-
сти к гибели спинальных нейронов за счет активации нейрональных P2XR. Эта
идея основана на наблюдениях, что высвобождение АТФ и передача сигналов Ca2+

астроцитами запускаются травматическим повреждением [39–41]; травматическое по-
вреждение связано со снижением внеклеточного Ca2+, что усиливает как высвобожде-
ние астроцитарного АТФ, так и передачу сигналов Ca2+ [42–44] и увеличивает срод-
ство P2X7R [45], активация P2X7R напрямую опосредует гибель клеток [46], и нейро-
ны спинного мозга, включая двигательные нейроны, экспрессируют P2X7R [47].

Биолюминесцентная визуализация высвобождения АТФ у крыс, подвергшихся
экспериментальному ушибу спинного мозга, показала, что области, окружающие
травматическое повреждение, имеют аномально высокий и устойчивый характер
высвобождения АТФ, это указывает на то, что P2X7-опосредованная нейродегене-
рация способствует вторичному повреждению после травмы спинного мозга [24].

Даже при полной травме спинного мозга на уровне грудных сегментов (Тh7–
Тh9) электростимуляция ниже уровня травмы активирует двустороннюю ритмиче-
скую двигательную активность задних конечностей у животных [48, 49].

Как известно, P1- и P2-рецепторы присутствуют и в глиальных клетках: шванов-
ская клетка, олигодендроцит, астроцит и микроглия. Тип рецепторов зависит не
только от клетки, но и от ее физиологического состояния и клеточного цикла. В
астроцитах мозга обнаружено, что помимо P2Y1- и P2X7-рецепторов, активация
P2X2, P2X4, P2X5, P2Y2, P2Y4 и P2Y14 приводит к повышению концентрации
внутриклеточного кальция. У швановских клеток выявлена активация кальциевых
токов при стимуляции P2Y-рецепторов, а для активации P2X-рецепторов исполь-
зуемая концентрация АТФ должна быть на три порядка выше [50]. Наши результа-
ты показывают, что после травмы спинного мозга происходит значительное ухуд-
шение функции периферической нервной системы. Такое избыточное увеличение
внутриклеточных ионов кальция может вызывать эксайтотоксичность, когда по-
ступление ионов кальция в клетку активирует ряд ферментов (фосфолипаз, эндо-
нуклеаз, протеаз (кальпаины)), разрушающих цитозольные структуры и приводит
к запуску апоптоза клетки [51].

Механизмы, лежащие в основе угнетения функции периферической нервной
системы, важны для предотвращения ухудшения состояния и поддержания высо-
кого потенциала восстановления движений, особенно с помощью клеточной тера-
пии, направленной ̆ на восстановление поврежденного спинного мозга.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты демонстрируют, что нервно-мышечная передача и
функциональные свойства двигательных единиц могут быть сохранены после трав-
мы спинного мозга, это создает основу для функционального восстановления или
специальных фармакотерапевтических подходов.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Проведенные эксперименты полностью соответствуют действующим национальным и

международным нормам в области этики. Все применимые международные, национальные
и/или институциональные принципы ухода и использования животных были соблюдены.

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответствовали
этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Базельской декла-
рации и рекомендациям.
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The Effect of Spinal Cord Injury on P2 Signaling in the Cholinergic Synapse

A. E. Khairullina, b, *, D. V. Efimovaa, A. A. Eremeevb, 
D. E. Sabirovab, S. N. Grishina, and A. U. Ziganshina

aKazan State Medical University, Kazan, Russia
bKazan Federal University, 420008, Kazan, Russia

*e-mail: khajrulli@yandex.ru

It is known that in spinal motor neurons, after damage to the upper level of the spinal
cord, neuronal degradation occurs, accompanied by axon degeneration. In the present
study, the functional integrity of neuromuscular transmission was assessed by the meth-
od of stimulation mechanomiography. We demonstrated a decrease in the modulating
activity of ATP in the cholinergic synapse due to spinal cord injury (a model of spinal
cord contusion injury) in comparison with hypodynamia (a model of anti-orthostatic
hanging of the hind limbs). The demonstrated abnormal modulation of the neuromus-
cular junction by purines provides evidence of axon degeneration and suggests that trans-
synaptic degeneration of motor neurons may occur below the level of spinal cord injury
in patients with similar injuries.

Keywords: denervation, ATP, P2 receptors, skeletal muscles, hypogravity motor syn-
drome, traumatic motor syndrome, synapse, suramin
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