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В статье представлены экспериментальные данные, полученные на изолированных 
обонятельных сенсорных нейронах (ОСН) взрослых крыс линии Вистар. Цель ис-
следования состояла в том, чтобы посредством прижизненной флуоресцентной 
конфокальной микроскопии с применением фармакологического анализа показать, 
локализуется ли GluN3A-субъединица в ОСН взрослых животных. Анализ полу-
ченных результатов выявил наличие в ОСН взрослых крыс субъединицы GluN3A 
в составе возбуждающего глицинового рецептора и GluN3A-содержащего N-метил-
D-аспартатного рецептора (GluN3A-NMDAR). Помимо них, в ОСН локализуются 
типичный NMDAR и не-NMDAR. Все эти рецепторы могут располагаться как в од-
ной и той же, так и в разных рецепторных клетках, в чем проявляется гетерогенность 
ОСН в обонятельном эпителии. 
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ВВЕДЕНИЕ

Исследование чувствительного к N-метил-D-аспартату (NMDA) подкласса глута-
матных рецепторов привлекает пристальное внимание нейробиологов, поскольку иг-
рает важную роль в патогенезе многочисленных неврологических и психических за-
болеваний [1–8].

Члены семейства рецепторов NMDA (NMDAR) обладают характерными особен-
ностями. Канонические NMDAR представляют собой гетеротетрамерные комплексы 
с двумя обязательными глицин-связывающими GluN1-субъединицами и двумя глута-
мат-связывающими GluN2-субъединицами. Комплексы, включающие в свой состав 
различные подтипы GluN1 и GluN2, образуют функционально различные подтипы 
NMDAR, наделяя их специфическими свойствами, помимо общих функциональных 
характеристик [5, 9–13]. Одним из важных свойств канонического (или классического) 
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NMDAR является необходимость для его активации скоординированного взаимодей-
ствия глицина (Gly) и глутамата (Glu) с сайтами связывания на субъединицах GluN1 
и GluN2 соответственно [2, 14–16]. 

NMDAR отличается от других типов лиганд-зависимых ионотропных рецепторов 
наличием блока магнием в состоянии покоя и снятием этого блока при деполяриза-
ции [2, 5]. Кроме того, NMDAR обладают примерно в 3–4 раза более высокой прони-
цаемостью для Ca2+, что является ключевым фактором, способствующим различным 
формам синаптической пластичности, регуляции генов, быстрому высвобождению 
медиатора [6].

Однако при нарушении нормального функционирования NMDAR развиваются раз-
личные патологические состояния. Одним из механизмов патогенеза шизофрении счи-
тается ослабление функции NMDAR с последующим снижением концентрации цАМФ, 
что является маркером для диагностики этого психического заболевания [17]. В проти-
воположность недостаточной активации гиперактивация NMDAR, ведущая к избыточ-
ному содержанию ионов кальция в цитозоле, способствует развитию патологических 
состояний, обусловленных эксайтотоксичностью [13]. Вместе с тем появляются данные, 
что активация NMDAR может оказывать не только повреждающее, но и протекторное 
действие на нейрональные клетки. В частности, NMDAR участвуют в поддержании жиз-
неспособности незрелых нейронов in vitro, в основе которого лежит усиление экспрес-
сии ряда нейротрофических факторов, ингибирующих апоптоз [2]. 

Таким образом, этот класс рецепторов глутамата участвует во множестве физиоло-
гических и связанных с болезнями процессах в головном мозге. 

В 1995 г. был клонирован третий класс субъединиц NMDAR: GluN3A и GluN3B, 
и их природа и участие в нейрональных и глиальных рецепторах стали областью ак-
тивных исследований. Присутствие GluN3 в NMDAR наделяет его новыми функци-
ональными свойствами: в 5 раз снижает проницаемость канала для Са2+ и ослабляет 
чувствительность к блоку Mg2+. Следовательно, сочетаясь с субъединицами GluN1 
и GluN2, GluN3 формирует функционально совершенно новый набор NMDAR [18–22]. 

GluN3-содержащие NMDAR бывают двух разных подтипов, образуя тригетеромер-
ные GluN1/GluN2/GluN3 и дигетеромерные GluN1/GluN3 комплексы. GluN3A в них 
представляет собой модуляторную субъединицу, обладающую уникальными свойст-
вами [2, 5, 11, 23]. Eriksson с соавт. электрофизиологическим методом установили, 
что рецепторы, образующие комплекс из субъединиц GluN1, GluN3A и GluN3B, экс-
прессированные в клетках эмбриональной почки человека (HEK 293), активировались 
глицином, но не стимулировались глутаматом или каиновой кислотой и были устой-
чивы к блокаде магнием. Это означает, что коэкспрессия субъединиц GluN1, GluN3A 
и GluN3B в клетках HEK 293 формирует активируемые глицином рецепторы с новыми 
функциональными и фармакологическими свойствами [24, 25]. 

На ооцитах Xenopus было показано, что связывания глицина в качестве агониста 
только с GluN3-субъединицей достаточно, чтобы активировать дигетеромерные ре-
цепторы GluN1/GluN3. Они активируются исключительно глицином, обладая сайтами 
связывания как на GluN1-, так и на GluN3-субъединицах [5, 22]. Но S1 и S2 (водо-
растворимые лиганд-связывающие домены) у GluN3A-субъединицы имеют очень 
высокое сродство к глицину с кажущейся константой диссоциации (Kd) 40 нМ, что 
в 650 раз меньше, чем Kd для GluN1, и чрезвычайно малое сродство к глутамату 
(Kd 9.6 мМ). В то же время GluN1 не активируется глутаматом даже при концентрации 
300 мМ [19, 21, 26]. Поскольку ионные каналы с такими электрофизиологическими 
характеристиками были идентифицированы и в культурах коры головного мозга крыс, 
то было выдвинуто предположение, что GluN3/GluN1-содержащие NMDAR присутст-
вуют в нейронах in vivo [5, 11, 27].

Способностью активироваться глицином обладают также орфанные GluD-рецеп-
торы, состоящие из гомотетрамеров субъединиц GluD1 и GluD2. Эта особенность 
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роднит их с рецепторами GluN1/GluN3A, которые также, относясь к глутаматерги-
ческой системе, реагируют на предъявление глицина. Важно отметить, что рецепто-
ры GluN1/GluN3A десенситизируются при концентрации глицина 10 мкМ, тогда как 
GluD-рецепторы достаточно активны при его концентрации в 1 мМ. Однако этот тип 
рецепторов изучен недостаточно, и не показана его экспрессия в обонятельных сенсор-
ных нейронах [28].

До сих пор считалось общепринятым предположение, что экспрессия GluN3A ме-
няется в процессе развития, будучи очень низкой на эмбриональных стадиях и во взро-
слом возрасте у грызунов. Поэтому исследование GluN3A у взрослых особенно в обо-
нятельной сенсорной системе изучалось менее активно [11, 12, 15, 27, 29].

Вместе с тем окрашивание выявило несколько специфических областей мозга, где 
экспрессия GluN3A оставалась высокой и во взрослом возрасте. Высокая степень экс-
прессии GluN3A представлена в центральном отделе слуховой системы, в зрительных 
кортикальных синапсах, а также в ядре латерального обонятельного тракта зрелого 
мозга грызунов [30, 31].

Помимо грызунов, высокие уровни мРНК и белка GluN3A обнаружены во многих 
областях мозга взрослых макак. Экспрессия GluN3A сохранялась во взрослом возрасте 
во всем мозге приматов [11, 22, 30]. В нативных нейронах взрослого мозга была про-
демонстрирована экспрессия функциональных GluN3A-содержащих NMDAR. Кроме 
того, были выявлены дигетеромерные комплексы GluN1/GluN3A, представляющие 
собой совершенно новые типы ионотропных рецепторов (возбуждающие глициновые 
рецепторы), расширяющие палитру функций в ЦНС типично тормозного нейромеди-
атора глицина. 

Обширная экспрессия GluN3A на уровне mRNA и белка выявлена также в ЦНС 
взрослого человека [24]. Широко распространенное распределение GluN3A-субъеди-
ницы в ЦНС человека указывает на то, что она играет важную роль в реализации раз-
личных функций. 

Функциональная роль NMDAR, содержащих GluN3A-субъединицу, активно из-
учается. Показано, что эта субъединица влияет на плотность дендритных шипиков, 
созревание синапсов. Она участвует в архитектурной организации важных областей 
мозга как в функциональном, так и в морфологическом плане, определяя моторные 
и когнитивные функции [5]. GluN3A-субъединица включается в процесс консолидации 
памяти и выживания клеток, а также в механизмы патогенеза некоторых неврологиче-
ских заболеваний [19]. 

GluN3A-субъединица вовлекается в патогенез болезни Хантингтона, при которой 
у пациентов уровни белка GluN3A повышены в стриатуме. Эта субъединица участву-
ет в развитии психических расстройств, в частности биполярного расстройства и ши-
зофрении. GluN3A, как полагают, регулирует активность нейронов неокортекса и та-
ким образом способна модулировать ряд корково-подкорковых путей [32]. NMDAR, 
содержащим GluN3A, придается высокая патофизиологическая значимость, особенно 
в условиях гипоксии или ишемии или перивентрикулярной лейкомаляции [12, 33]. 
В целом можно сделать вывод, что субъединицы GluN3, в частности GluN3A, ста-
новятся потенциальными ключевыми игроками в регуляции (пато)физиологической 
функции мозга.

Учитывая слабую проницаемость для кальция GluN3A, было высказано предполо-
жение, что эта субъединица действует как нейропротекторный модулятор [22]. Более 
низкая проницаемость для Ca2+ GluN3A-NMDA рецепторных каналов способствует за-
щите от эксайтотоксического повреждения. Поэтому полагают, что регуляция экспрес-
сии GluN3A-субъединицы может быть одним из механизмов нейрозащитной функ-
ции от избыточного накопления Ca2+ в нейронах [18]. Это свидетельствует о том, что 
GluN3-субъединицы могут быть важными модуляторами функции рецепторов NMDA. 
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Как отмечалось выше, GluN3A-субъединица в зависимости от возраста локализует-
ся в разных отделах мозга приматов и человека [24]. Такое широкое представительство 
этой субъединицы в ЦНС в постнатальном развитии связывают с ролью, которую она 
может играть в установлении ранних корковых цепей посредством модуляции притока 
Ca2+ [18, 34].

Экспрессия GluN3A выявлена в нейронах различных отделов ЦНС. Однако необхо-
димо отметить, что по сравнению с другими частями мозга взрослого человека особенно 
высокие концентрации мРНК GluN3A выявлены в обонятельной системе. Она представ-
лена на разных уровнях обонятельного анализатора, включая обонятельную луковицу 
и ОСН. Относительно более высокие уровни мРНК GluN3A в обонятельной системе 
по сравнению с другими частями мозга взрослого человека указывают на важную роль 
GluN3A-субъединицы в обонянии не только у новорожденных, но и у взрослых. Отсутст-
вие GluN3A у нокаутных мышей вызывало аносмию у животных в результате нарушения 
передачи обонятельного стимула. Полагают, что эта субъединица участвует в процессе 
нейрогенеза в обонятельном эпителии, и потеря или ослабление ее экспрессии в ОСН 
изменяет нейрогенез, замедляя созревание нейронов. Избыток незрелых рецепторных 
клеток в обонятельном эпителии влечет за собой потерю способности к восприятию спе-
цифического запаха или потерю обоняния. Аносмия, в свою очередь, является причиной 
снижения обонятельной памяти и когнитивной функции [35].

Таким образом, можно заключить, что экспрессия GluN3A-субъединицы NMDAR 
сохраняется у взрослых млекопитающих. Эта субъединица охватывает различные об-
ласти ЦНС, занимая значительную часть в обонятельной сенсорной системе, локали-
зуясь как в обонятельной луковице, так и в ОСН. Вместе с тем нам не удалось об-
наружить данных о наличии в них функциональной GluN3A-субъединицы. Поэтому 
целью работы было посредством фармакологического анализа показать, присутствует 
ли функциональная GluN3A-субъединица в ОСН взрослых крыс. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектом исследования служили изолированные ОСН, выделенные из обонятельного 
эпителия крысы [36], поскольку ОСН используются в качестве модельной системы для 
изучения молекулярных механизмов патогенеза различных нервно-психических и нейро-
дегенеративных расстройств. Это объясняется тем, что обонятельный нейро эпителий 
представляет собой периферическую легкодоступную нервную ткань [37–39].

ОСН получали от 11 взрослых крыс-самцов линии Вистар массой тела 150–200 г. 
Для сохранения химической чистоты исследуемых тканей применялся метод церви-
кальной дислокации с последующей декапитацией [40]. После этого извлекались хря-
щевые завитки, покрытые обонятельной выстилкой. Их помещали в раствор коллаге-
назы (Sigma) для энзиматической диссоциации клеток обонятельного эпителия. Этот 
раствор готовили в концентрации 20 мкМ в безмагниевом растворе Рингера для тепло-
кровных (рабочем растворе) следующего состава (мМ): NaCl 145, HEPES 20, глюко-
за 5, KCl 5, CaCl2 3; pH 7.4, комнатная температура. Препараты выдерживали в раство-
ре коллагеназы в течение 10 мин, который затем замещался рабочим раствором. Для 
получения суспензии раствор с клетками тритурировали и помещали на покровные 
стекла, покрытые поли-L-лизином (Sigma) (0.1 мг/мл). Затем стекла на 40 мин поме-
щали в термостат при температуре 36 оС. После этого клетки инкубировали в растворе 
Fura-2 AM (5 мкМ) и содержали в термостате при тех же условиях. Затем препарат 
отмывали от Fura-2 AM рабочим раствором. 

Для анализа динамики внутриклеточного Ca2+ в ОСН в ответ на действие фар-
макологических агентов применялся метод прижизненной флуоресцентной микро-
скопии. Стекла с адгезированными на них клетками размещались на предметном 
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столике лазерного сканирующего инвертированного конфокального микроскопа 
Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия). Параметры для возбуждения флуоресцен-
ции устанавливались автоматически. Флуоресценцию возбуждали аргоновым лазером 
(λвозб 405 нм), эмиссию регистрировали на длине волны 520 нм в реальном времени со 
скоростью 1 кадр/0.78 с, применяя объектив x40 с воздушной иммерсией. Это позволи-
ло различать и анализировать интенсивность флуоресценции отдельных клеток. При 
возбуждении флуоресценции на длине волны 405 нм, т.е. на краю кривой поглощения 
Fura-2 AM, регистрируется практически исключительно флуоресценция свободной 
формы Fura-2. Поэтому увеличение содержания внутриклеточного кальция ассоци-
ируется с падением флуоресцентного сигнала. Реакция ОСН на фармакологические 
агенты оценивалась по изменению интенсивности флуоресценции под воздействием 
глицина, NMDA, MgSO4 и глутамата. Уменьшение интенсивности свечения свидетель-
ствовало о повышении концентрации цитозольного Ca2+. 

Из общего пула клеток выбирались только ОСН, идентифицируемые по несколь-
ким критериям. Во-первых, по характерному диаметру для ОСН (около 10 мкм), при 
этом опорные клетки (диаметр порядка 25 мкм) не исследовались. Во-вторых, некото-
рые ОСН, которые в дальнейшем исследовались, приобретали грушевидную форму 
с апикальным дендритом. В-третьих, обонятельные клетки составляют около 75–80% 
всех клеток обонятельного эпителия, в отличие от базальных (около 3–10%), поэтому 
вероятность обнаружить именно ОСН заметно выше, нежели базальную клетку [41]. 

Мы предположили, что в ОСН присутствует функциональная GluN3A-субъеди-
ница. Для доказательства этого предположения применялся фармакологический ана-
лиз. Протокол наших исследований был аналогичен исследованиям с использованием 
электрофизиологических методов на нейронах CA1 поля гиппокампа и таламуса [19]. 
Одним из фармакологических агентов служил глицин в концентрации 3 мкМ (“Лен-
Реактив”), поскольку при большем содержании он десенситизирует глициновый ре-
цептор состава GluN1/GluN3A [19]. Изменение флуоресценции, опосредованное Gly, 
отражало наличие GluN3A-субъединицы в мембране ОСН.

Другим фармакологическим агентом являлся NMDA (100 мкМ) (Sigma). Рецептор, 
содержащий субъединицу GluN3A, нечувствителен к NMDA, поэтому отсутствие вли-
яния NMDA на Gly-индуцируемые токи может свидетельствовать о наличии функцио-
нальной GluN3A-субъединицы в ОСН [19]. 

Известно, что рецепторы, содержащие субъединицу GluN3A, нечувствительны 
к внеклеточным ионам магния [19]. Чтобы в этом убедиться, мы действовали MgSO4 
(1 мМ) в присутствии глицина. Если в результате магний не будет модулировать ре-
акцию ОСН на глицин, это будет свидетельствовать о наличии субъединицы GluN3A.

Мы предположили, что в ОСН присутствуют не-NMDAR, такие как кальций-про-
ницаемые AMPA- и каинатные рецепторы, реагирующие на глутамат. Для проверки 
нашего предположения ОСН стимулировали 100 мкМ глутамата (“ЛенРеактив”) в при-
сутствии глицина и NMDA. Изменение интенсивности свечения клеток в таких усло-
виях свидетельствовало о наличии в мембране ОСН не-NMDAR.

Изменение динамики внутриклеточного кальция в ответ на фармакологические 
агенты регистрировали следующим образом: сначала в течение 1 мин записывали фо-
новую интенсивность флуоресценции исследуемых клеток, находящихся в 100 мкл 
рабочего раствора. После этого на них по очереди апплицировали по 10 мкл каждого 
фармакологического агента. Стоит отметить, что каждый следующий стимул предъ-
являлся на фоне действия предыдущего, не отмывая его из рабочего раствора. Пер-
вым стимулом являлся глицин, к которому через 2 мин добавляли NMDA или Mg2+. 
Реакцию на них записывали в течение 2 мин, после чего в течение 2 мин предъявляли 
глутамат или NMDA и регистрировали реакцию на них. 

Исследование проводилось в двух сериях экспериментов: в первой предъявля-
лись глицин, магний и NMDA, во второй – глицин, NMDA и глутамат. По изменению 
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интенсивности флуоресценции в ответ на применяемые препараты определялась чув-
ствительность клеток, по которой можно было судить о наличии NR3A-субъединицы 
и не-NMDAR в мембранах ОСН взрослых крыс. 

Статистический анализ полученных результатов проводился с использованием 
программ MS Excel и SPSS Statistics. Для идентификации реакции каждой клетки 
на действие отдельного стимула отбирались данные до и после применения препарата, 
формируя таким образом две группы данных для сравнения. Проверка выполнения 
нормального закона распределения в полученных выборках проводилась с примене-
нием критерия Шапиро–Уилка на уровне значимости р > 0.05. Поскольку нормальное 
распределение выполнялось не во всех выборках, для идентификации изменения ин-
тенсивности флуоресценции применялся как t-критерий Стьюдента, так и U-критерий 
Манна–Уитни. Значимыми считались реакции при р < 0.05.

После отбора только значимых реакций клеток на применяемые фармакологические 
агенты определялась амплитуда реакции в процентах как отношение разности средней 
интенсивности свечения до и после воздействия (ΔF) к интенсивности флуоресцен-
ции (F) до воздействия. Распределение полученных данных проверялось с помощью 
критерия Колмогорова–Смирнова на нормальность. Так как полученные результаты 
подчинялись нормальному закону распределения, для описания процента реакции ис-
пользовались средневыборочное значение и 95%-ный доверительный интервал. 

Для графического представления полученных данных ниже приведены примеры 
реакций отдельных клеток, где для лучшего представления результатов данные филь-
тровались от шумов и выделялась скользящая средняя с использованием программы 
Excel. Усредненные статистически обработанные результаты по всему пулу клеток 
представлены в виде столбиковых диаграмм с доверительными интервалами.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе методом фармакологического анализа исследовались функциональные 
особенности GluN3A-субъединицы в изолированных ОСН взрослых крыс. 

В ходе экспериментов было проанализировано 653 клетки. Увеличение концентрации 
кальция на действие глицина проявлялось только в 20% из них. На рис. 1a представлен 
пример реакции клетки на него. Эта клетка реагировала на глицин снижением интенсив-
ности флуоресценции, обусловленным повышением концентрации кальция в цитозоле. 
Амплитуда индуцируемого им изменения флуоресценции достигала 5.2 ± 0.4%. Аппли-
кация магния на ОСН, чувствительные к глицину, в 57% случаев не вызывала значимо-
го изменения реакции, вызванной глицином. Этот результат может свидетельствовать 
о том, что магний не блокировал активируемый глицином входящий поток Са2+ в ОСН 
(рис. 1a). Это указывает на слабую чувствительность глицин-вызванных реакций к Mg2+, 
что свойственно рецепторам, содержащим GluN3A-субъединицу [19]. 

Характерным фармакологическим свойством рецепторов, в составе которых есть 
GluN3A-субъединица, является их невосприимчивость к NMDA [1]. Из анализа полу-
ченных результатов следовало, что в 65% рецепторных нейронов, реагирующих на гли-
цин и нечувствительных к Mg2+, NMDA не потенцировало токи, вызванные глицином. 
Интенсивность свечения не изменялась в ответ на стимуляцию NMDA (рис. 1b). Это 
означает, что данная группа клеток была невосприимчива к раздражителю.

В совокупности полученные результаты согласуются с фармакологической харак-
теристикой GluN3A-субъединицы, полученной на нейронах ЦНС [19]. Это дает осно-
вание предполагать, что в ОСН взрослых крыс линии Вистар присутствует GluN3A-
субъединица. 

Вместе с тем в 35% случаев рецепторные нейроны, восприимчивые к глицину 
и резистентные к блоку магнием, реагировали на стимуляцию NMDA. Как видно 
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на рис. 1c, под действием этого агониста интенсивность флуоресценции снижалась 
в результате увеличения уровня Са2+ в клетке. Данный рост обусловлен входящим по-
током Са2+ в цитозоль, который инициируется NMDA. При этом величина реакции со-
ставляла 5.8 ± 0.6%. Следовательно, рецепторные клетки одновременно реагировали 
на глицин и были невосприимчивы к блоку магнием, что свидетельствует о наличии 
GluN3A-субъединицы в рецепторе, связывающемся с глицином. Однако их реакция 
на NMDA означает, что в мембране этих клеток локализуется GluN3A-субъединица, 
образуя рецептор, чувствительный к глицину и NMDA. 

При анализе полученных результатов оказалось, что в 80% из числа протестирован-
ных ОСН повышения внутриклеточной концентрации Ca2+ в ответ на действие глицина 
не наблюдалось. Вместе с тем в 16% из числа нечувствительных к глицину клеток 
интенсивность флуоресценции под действием NMDA на фоне глицина снижалась. Ам-
плитуда реакции достигала 5.8 ± 0.6% (рис. 1d). Ослабление свечения вызвано повы-
шением концентрации ионов Ca2+ в цитозоле обонятельных нейронов, вход которого 
осуществлялся, вероятно, через каналы NMDAR, активируемые NMDA в присутствии 
коагониста глицина. Полученный результат может свидетельствовать о наличии кано-
нического NMDAR в мембране ОСН.

Однако, как видно на рис. 1e, стимуляция клеток глутаматом в присутствии глицина 
и NMDA снижала интенсивность свечения в результате повышения концентрации вну-
триклеточного кальция. Этот результат говорит о том, что глутамат в данных клетках 
мог индуцировать поток ионов кальция через канал, образованный не-NMDAR. 

Таким образом, все полученные в работе данные можно интерпретировать в каче-
стве доказательства того, что среди ОСН имеются клетки, содержащие субъединицу, 
фармакологические свойства которой характерны для GluN3A. Кроме того, часть ре-
цепторных нейронов содержала субъединицы с особенностями, отличными от специ-
фических свойств GluN3A. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В наших экспериментах было показано, что реакции части ОСН на глицин, магний 
и NMDA оказались аналогичными реакциям нейронов ЦНС, экспрессирующих функ-
циональную GluN3A-субъединицу [19]. Это означает, что в ОСН взрослых крыс, так 
же как и в нейронах ЦНС, локализуется функциональная GluN3A-субъединица. 

Наши результаты продемонстрировали наличие клеток, чувствительных к глицину 
и резистентных к NMDA, что, по литературным данным [42–44], свидетельствует о ло-
кализации возбуждающего глицинового рецептора (GlyR) в рецепторных нейронах 
взрослых крыс. Среди них оказались сенсорные нейроны, реагировавшие на глутамат. 
Это согласуется с данными, в которых в мембране ОСН выявлено высокое содержание 
субъединицы каинатных рецепторов KA2 [45, 46]. Следовательно, GlyR и не-NMDAR 
могут одновременно локализоваться в одной и той же обонятельной клетке. 

Рис. 1. Примеры реакций отдельных ОСН на применяемые стимулы, а также столбиковые диаграммы с до-
верительным интервалом для иллюстрации реакций популяции ОСН. (a) – Влияние 3 мкМ раствора глици-
на, 1 мМ раствора MgSO4 на изменение интенсивности кальциевой флуоресценции в ОСН взрослых крыс 
(стрелка указывает начало стимуляции) (n = 46). (b) – Влияние 3 мкМ раствора глицина, 1 мМ раствора 
MgSO4 и 100 мкМ раствора NMDA на флуоресцентный сигнал в ОСН крыс (n = 30). (c) – Влияние 3 мкМ 
раствора глицина, 1 мМ раствора MgSO4 и 100 мкМ раствора NMDA на флуоресцентный сигнал в ОСН 
крыс (n = 16). (d) – Влияние 3 мкМ раствора глицина и 100 мкМ раствора NMDA на флуоресцентный сигнал 
в ОСН крыс (n = 37). (e) – Влияние 3 мкМ раствора глицина, 100 мкМ раствора NMDA и 100 мкМ раствора 
глутамата на флуоресцентный сигнал в ОСН крыс (n = 29).
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Известно, что субъединица GluN3A образует гетеротримерный рецептор (GluN3A-
NMDAR) из субъединиц GluN1/GluN2/GluN3A [47]. Его фармакологическими свойст-
вами являются чувствительность к глицину и к NMDA и резистентность к блоку маг-
нием [12, 27, 48], поэтому такие клетки реагируют на аппликацию глицина и NMDA 
и не отвечают на действие магния, что нами было обнаружено на ОСН. Следовательно, 
в мембране ОСН взрослых крыс может функционировать GluN3A-NMDAR (рис. 1c). 

Как показали эксперименты, ОСН, содержащие гетеротримерный NMDAR, реаги-
ровали также на действие глутамата. Поскольку активные центры на GluN3A-NMDA-
рецепторе заняты, с глутаматом могли связываться, вероятно, только не-NMDAR. Это 
дает основание утверждать, что в ОСН есть пул клеток, в мембране которых одновре-
менно локализуются рецепторы GluN3A-NMDA и не-NMDA. Исходя из вышесказан-
ного, можно сделать вывод, что не-NMDAR могут функционировать одновременно как 
с глициновым, так и с GluN3A-NMDA-рецептором. 

Среди рецепторных нейронов, исследуемых в работе, встречались глицин-нечувст-
вительные ОСН. Этот факт дает основание говорить о том, что в них нет функциональ-
ной GluN3A-субъединицы. В то же время некоторые из них реагировали на NMDA 
в присутствии глицина. Как видно, в активацию NMDA-зависимой реакции вовлека-
ются два лиганда: NMDA в качестве агониста и глицин – коагониста, что характерно 
для канонического NMDAR. Таким образом, в обонятельном эпителии млекопитаю-
щих встречаются ОСН с каноническими NMDAR. 

Следует отметить, что реакция на NMDA проявлялась в присутствии ионов магния 
в среде, которые могли блокировать канал NMDAR, когда клетки находятся в состоя-
нии покоя (рис. 1c). Следовательно, нейрональный ответ на NMDA возможен благо-
даря снятию Mg2+ блока с NMDAR в результате мембранной деполяризации. В покое, 
т.е. без влияния каких-либо раздражителей, мембрана ОСН деполяризована в резуль-
тате активации циклонуклеотид-зависимых, механочувствительных ионных каналов 
и потенциал-зависимых Са2+-каналов L-типа [49, 50]. 

Вместе с тем канонический NMDAR мог совместно экспрессироваться с не-
NMDAR. На это указывают результаты, в которых обнаруживались ОСН, резистент-
ные к глицину, но реагирующие на NMDA и глутамат. В некоторых ОСН локализова-
лись только не-NMDAR, активируемые глутаматом. Можно предположить, что ими 
являются кальций-проницаемые каинатные рецепторы, которые идентифицированы 
в обонятельной булаве и апикальной части обонятельных клеток [45]. 

Однако те клетки, которые не реагировали ни на глицин, ни на NMDA, ни на глу-
тамат, вероятно, не имели рецепторов, взаимодействующих с этими лигандами, либо 
чувствительность к ним у этих клеток оказалась низкой, что не позволило нам выявить 
их реакции посредством флуоресцентного анализа. 

Обобщая полученные результаты, можно заключить, что посредством фармаколо-
гического анализа удалось зарегистрировать реакции ОСН, характерные для нейронов, 
содержащих GluN3A-субъединицу. Это означает, что в обонятельном эпителии взро-
слых крыс локализуется функциональная GluN3A-субъединица, образуя возбуждаю-
щий глициновый рецептор (GluN1/GluN3A) или гетеротримерный GluN3A-NMDAR 
(GluN1/GluN2/GluN3A). Вместе с тем в мембранах обонятельных клеток обнаружены 
канонический NMDAR (GluN1/GluN2) и не-NMDAR (возможно, рецептор к α-амино-
3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолепропионовой кислоте или рецепторы к каинату). Та-
ким образом, ОСН гетерогенны: в их мембране локализуются возбуждающие глици-
новые рецепторы, гетеротримерные NMDAR, канонические NMDAR и не-NMDAR. 
Наши исследования показали, что разные типы рецепторов могут принадлежать раз-
личным ОСН или могут локализоваться в одной и той же клетке (рис. 2). 

Таким образом, как и в ЦНС [1], в обонятельном нейроэпителии по региональному 
расположению, по составу субъединиц и по их физиологической роли NMDAR гете-
рогенны.
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Следует отметить, что роль, которую играют GluN3A-содержащие рецепторы 
в мембране ОСН взрослых крыс, пока не ясна. Ее можно предположить, опираясь 
на выводы, полученные на нейронах ЦНС. 

GlyR

GluN3A-NMDAR

NMDAR

non-NMDAR

non-NMDAR

non-NMDAR

GluN1

GluN2

GluN3A

Colocalization of GlyR
and non-NMDAR

Colocalization of GluN3A-
NMDAR and non-NMDAR

Colocalization of NMDAR 
and non-NMDAR

Рис. 2. Гетерогенное распределение NMDAR и не-NMDAR в обонятельных сенсорных нейронах взрослых 
крыс линии Вистар.

Можно предположить, что она выполняет нейрозащитную функцию, поскольку сни-
жает проницаемость каналов для ионов кальция. Это имеет важное значение для функци-
онирования обонятельных клеток. Обонятельные рецепторные нейроны действительно 
подвергаются различным воздействиям, которые могут губительно действовать на ОСН. 
Как известно, их апикальные участки погружены в обонятельную слизь, куда Боумено-
выми железами и опорными клетками секретируются различные нейромедиаторы, а так-
же глицин и глутамат [30, 45]. При различных заболеваниях их уровни в обонятельной 
слизи чрезмерно увеличивают внутриклеточную концентрацию Ca2+ [45]. Существуют 
и другие механизмы повышения уровня кальция в цитозоле [45, 51–53]. Помимо этих 
путей, в механизм входа Са2+ вовлекается обонятельная трансдукция с участием цикло-
нуклеотид-зависимых и механочувствительных каналов [50]. 

Таким образом, при определенных условиях ОСН могут подвергаться кальциевой 
эксайтотоксичной перегрузке, нуждаясь в нейропротекции. Это обусловлено воспри-
имчивостью митохондрий к перегрузке Са2+, которая резко увеличивается в процессе 
старения нервных клеток [54]. Поэтому, вероятно, быстрее погибают старые ОСН, тог-
да как в мембране зрелых рецепторных нейронов взрослых крыс локализуется GluN3A-
субъединица. Наличие GluN3A в функциональных NMDAR приводит в результате 
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к более низким токам от целой клетки и может поэтому приводить к более низкой 
чувствительности к глутамат-опосредованной эксайтотоксичности. В основе меньшей 
проводимости в физиологических условиях лежит GluN3A-субъединица, снижающая 
проницаемость для Ca2+ почти на 90% [55, 56]. Следовательно, в механизмах нейропро-
текции молодых и зрелых ОСН взрослых крыс может участвовать GluN3A-субъедини-
ца, создавая условия для гибели старых. 

GluN3A-субъединица NMDAR снабжена уникальным карбоксильным доменом, кото-
рый отличается от других субъединиц NMDAR, благодаря чему она способна образовы-
вать сигнальный комплекс протеинфосфатазы 2А (PPA2) с NMDAR. PPA2, как известно, 
экспрессируется повсеместно, включая ОСН, и играет важную роль во многих клеточ-
ных процессах, начиная инициацией репликации ДНК и заканчивая ростом и дифферен-
цировкой клеток и апоптозом [10]. Возможно, GluN3A-субъединица с участием РРА2 
и в ОСН включается в механизм апоптоза старых рецепторных клеток. Следовательно, 
GluN3A способна вовлекаться в механизм как нейрозащиты, так и гибели обонятельных 
рецепторных нейронов, вероятно, в зависимости от их зрелости. Тем более, что обнару-
жено возможное взаимодействие GluN3A и белков, связанных с апоптозом [24]. 

Процессу апоптоза могут подвергаться старые обонятельные клетки, в мембране 
которых сосредоточены NMDAR и кальций-проницаемые не-NMDAR, поскольку они 
способны реагировать на глутамат с участием как NMDAR, так и не-NMDAR, увели-
чивая риск эксайтотоксичности [56]. Полагают, что благодаря нейротоксичности глу-
тамата устраняются нежелательные нейроны в процессе развития [57]. Вероятно, этот 
механизм включается в гибель состарившихся ОСН, защищая зрелые молодые ОСН. 

Для защиты нейронов от токсического эффекта высоких концентраций возбуждаю-
щих аминокислот необходима модуляция работы ионотропных глутаматных рецепто-
ров. В ОСН на протяжении жизни действует механизм, защищающий их от вредного 
воздействия окружающей среды. Эту роль выполняет присутствующий в них глутати-
он (GSH). Повышенный уровень GSH в нейронах обонятельных рецепторов обеспечи-
вает защиту как рецепторных клеток, так и более центральных структур от ксенобио-
тических и окислительных повреждений [58]. Однако важна роль и других защитных 
факторов, в том числе GluN3A-субъединицы, участвующих в нейрогенезе ОСН.

Наши результаты показали, что в ОСН взрослых крыс присутствует функциональ-
ная GluN3A-субъединица в составе возбуждающего глицинового рецептора или ге-
теротримерного NMDAR, а также канонический NMDAR и не-NMDAR. Исходя из 
наших предположений, GluN3A-субъединица в обонятельных нейронах может играть 
нейрозащитную функцию и регулировать нейрогенез.
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The GluN3A Subunit Forms GluN3A-NMDAR and the Excitatory Glycine Receptor 
in the Olfactory Sensory Neurons of Adult Wistar Rats
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The article presents experimental data obtained on isolated olfactory sensory neurons 
(OSN) of adult Wistar rats. The aim of the study was to show by in vivo fluorescent confocal 
microscopy using pharmacological analysis whether the GluN3A-subunit is localized in 
the olfactory sensory neurons of adult animals. Analysis of the results have revealed the 
presence of GluN3A-subunit in the OSN of adult rats as part of the excitatory glycine 
receptor and GluN3A containing N-methyl-D-aspartate receptor (GluN3A-NMDAR). 
In addition to them, the typical NMDAR and non-NMDAR are localized in the OSN. 
All these receptors can be located both in the same and in different receptor cells, which 
manifests the heterogeneity of the OSN in the olfactory epithelium.

Keywords: N-methyl-D-aspartate receptor, GluN3A-subunit, olfactory sensory neurons, 
glycine, glutamate


