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В физиологических условиях химические синапсы, включая нервно-мышечные сое-
динения, работают ритмически с разной частотой в зависимости от функционального 
типа мышц и состояния синаптического аппарата. Ионы кальция (Ca2+), входящие в ак-
соплазму через потенциал-зависимые Ca2+-каналы во время каждого потенциала дей-
ствия, активируют экзоцитоз синаптических везикул и играют ключевую роль в мо-
дуляции секреторного процесса. Существенный вклад в динамику внутриклеточного 
Ca2+ может вносить эндоплазматический ретикулум (ЭР), способный высвобождать 
ионы Ca2+ посредством Ca2+-зависимого освобождения. Для отслеживания изменений 
внутриклеточного Ca2+ применяются методы оптической регистрации с использова-
нием Ca2+-чувствительных флуоресцентных красителей. Особое внимание при такой 
оценке необходимо уделять характеристикам связывания красителя с  ионами Ca2+, 
а именно их аффинности, поскольку степень насыщения красителя влияет на пара-
метры Ca2+-ответа. В данном исследовании для анализа изменений внутриклеточного 
содержания ионов Ca2+ в нервно-мышечном синапсе кожно-грудинной мышцы лягуш-
ки (m. cutaneus pectoris) при ритмической стимуляции был использован низкоаффин-
ный краситель Magnesium Green, который позволяет корректно оценивать Ca2+-сиг-
налы. При увеличении частоты стимуляции двигательного нерва плавное нарастание 
Ca2+-ответа при частоте стимуляции 20 Гц сменялось двухфазным увеличением при 
50 Гц и резким ростом при 70 Гц. Это свидетельствует о включении дополнительных 
источников Ca2+, каковым может быть ЭР. Блокирование рианодиновых и инозитоль-
ных рецепторов устраняло возрастание Ca2+-ответа при повышенных частотах сти-
муляции нерва. Блокирование кальциевых АТФаз ЭР (SERCA) приводило к резкому 
увеличению Ca2+-ответа и устраняло его многофазность. Установлено, что изменение 
Ca2+-транзиента отражает накопление внутриклеточного Ca2+ в аксоплазме и зависит 
от активности SERCA, рианодиновых и инозитольных рецепторов. Применение ни-
коаффинного флуоресцентного Ca2+-красителя дает возможность отслеживать вклю-
чение этих систем в формирование внутриклеточного содержания основных ионов, 
определяющих процесс нейросекреции.

Ключевые слова: ионы кальция, нервно-мышечное соединение, рианодиновые ре-
цепторы, инозитольные рецепторы, кальциевые АТФазы

DOI: 10.7868/S2658655X25090096



1559РЕГУЛЯЦИЯ ВНУТРИКЛЕТОЧНОГО КАЛЬЦИЯ

ВВЕДЕНИЕ

Одним из наиболее важных параметров, регулирующих синаптическую передачу, 
является вход ионов кальция (Ca2+) в нервное окончание через потенциал-зависимые 
Са2+-каналы. Доказано, что они запускают работу внутриклеточной машины экзоци-
тоза синаптических везикул [1, 2]. Помимо Ca2+-тока, входящего в нервное окончание 
из внеклеточной среды во время потенциала действия, существенный вклад в содер-
жание Ca2+ в аксоплазме и, соответственно, в процесс высвобождения медиатора мо-
жет вносить Ca2+, освобождаемый из внутриклеточных Ca2+-буферных систем. Экс-
периментальные доказательства этого получены на  моторных нервных окончаниях 
лягушки [3–5], препаратах центральных синапсов [6–8] и симпатических ганглиях [9]. 
Одним из основных внутриклеточных депо Ca2+ является эндоплазматический рети-
кулум (ЭР), способный высвобождать ионы Ca2+ через рианодиновые и инозитолтри-
фосфатные рецепторы, а также секвестрировать Ca2+ посредством кальциевых АТФаз 
(SERCA). Многочисленные морфологические исследования показали наличие функ-
ционального ЭР в пресинаптических терминалях [10–15]. Также было отмечено, что 
структуры ЭР расположены в непосредственной близости (40–400 нм) от активных зон 
секреции медиатора. ЭР в нервном окончании находится в близкой ассоциации с ми-
кротрубочками и синаптическими везикулами, и, кроме того, части ЭР соединяются 
непосредственно с пресинаптической мембраной, формируя “трубчато-волокнистые” 
расширения [10, 16]. Такое соединение ЭР и пресинаптической мембраны может при-
вести к образованию микродомена, существенного для экзоцитоза. Однако роль выхо-
да Ca2+ из ЭР в регулировании выброса медиатора остается спорной, есть аргументы, 
подтверждающие [13, 17, 18] или отрицающие [19] его значение. Эксперименты, про-
веденные с  применением фармакологических подходов и  регистрацией спонтанных 
и  вызванных постсинаптических токов, продемонстрировали, что как высвобожде-
ние Ca2+ из ЭР, так и поглощение Ca2+ в ЭР может существенно модулировать экзо-
цитоз нейротрансмиттера в синаптических терминалях [3, 10, 20, 21], а также влиять 
на временной ход высвобождения медиатора [22]. Экспериментально подтверждено, 
что в  нервно-мышечном соединении лягушки выход Ca2+ из внутриклеточных депо 
посредством Ca2+-активируемого Ca2+-освобождения (CICR), инициируемого входом 
ионов Ca2+ через потенциал-чувствительные Ca2+-каналы, усиливает высвобождение 
нейромедиатора [3]. Установлено взаимодействие рианодиновых рецепторов с Ca2+-ка-
налами плазмалеммы, где вход Ca2+ активирует CICR, способствующий освобождению 
нейромедиатора  [20]. Роль внутриклеточных систем, регулирующих CICR, наиболее 
важна при высокочастотной стимуляции нерва в условиях, приближенных к физиоло-
гическим [23]. Измерение концентрации Ca2+ в нервно-мышечном соединении являет-
ся нетривиальной задачей, при решении которой встает ряд методических трудностей. 
Малые размеры нервного окончания затрудняют измерения Ca2+-тока обычными элек-
трофизиологическими методами [24]. Для анализа содержания Ca2+ в нервном окон-
чании применяют оптические методы регистрации, основанные на  использовании 
специальных Ca2+-чувствительных флуоресцентных красителей, интенсивность свече-
ния которых изменяется при взаимодействии со свободными ионами Ca2+ (Ca2+-тран-
зиент)  [25–27]. Чаще для визуализации пресинаптического уровня Ca2+ в  синапсах 
и оценки роли ЭР в регуляции метаболизма Ca2+ используют высокоафинные к Ca2+ 
красители [3, 10, 20]. Однако индикаторы с высоким сродством к Ca2+ могут интерфе-
рировать с внутриклеточными буферными системами и искажать Ca2+-сигналы, увели-
чивая время их затухания и снижая амплитуду [28–31]. Этого не наблюдается в при-
сутствии низкоаффинных красителей по сравнению с высокоаффинными [28, 31–33]. 
В связи с этим в данном исследовании при помощи низкоафинного к Ca2+ красителя 
изучали роль SERCA, рианодиновых и инозитольных рецепторов в регуляции преси-
наптического уровня Ca2+ в периферических нервных окончаниях лягушки.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Препарат
Эксперименты выполняли на  изолированном нервно-мышечном препарате 

m. cutaneus pectoris лягушек Rana ridibunda в осенне-зимний период. Изолированную 
мышцу с  фрагментом нерва помещали в  экспериментальную камеру объемом 5  мл, 
через которую со скоростью 5 мл/мин протекал раствор Рингера следующего состава 
(мМ): NaCl 113.0, KCl 2.5, NaHCO3 3.0, CaCl2 1.8; pH раствора поддерживали на уровне 
7.2–7.4. Эксперименты проводили при температуре 20.0 ± 0.3 °С, которую стабилизи-
ровали с помощью встроенных в экспериментальную камеру элементов Пельтье. Дви-
гательный нерв раздражали через всасывающий электрод прямоугольными импуль-
сами длительностью 0.2 мс сверхпороговой амплитуды с частотой стимуляции от 20 
до  70  Гц. Длительность стимуляции составляла 55  с. Для блокирования мышечных 
сокращений применяли д-тубокурарин в концентрации 10 мкМ. 

Регистрация Са2+-транзиента 
Оценку внутриклеточного уровня Ca2+(Ca2+-транзиент) в нервном окончании осу-

ществляли с помощью измерения интенсивности свечения Ca2+-чувствительного флуо
ресцентного красителя, взаимодействующего с Ca2+, входящим в нервное окончание 
во время развития пресинаптического потенциала действия  [34]. Применяли низко-
аффинный краситель Magnesium Green pentapotassium salt с константой диссоциации 
kd = 19 мкМ [38]. Загрузку флуоресцентного красителя выполняли через культю нерва, 
как это описано в работах, выполненных ранее [35–37]. Раствор для загрузки краси-
теля содержал HEPES-Na 10 мМ и 30 мМ флуоресцентного красителя (pH 7.2–7.4). 
Было установлено, что концентрация красителя, загруженного в нерв этим методом, 
составляет около 40–150 мкМ [4]. Как показали наши собственные данные и результа-
ты, полученные ранее, загрузка в нервное окончание красителя не изменяла процесс 
секреции квантов медиатора [36]. 

Ca2+-транзиент регистрировали с помощью конфокального микроскопа (TCS SP5; 
Leica Microsystems, Heidelberg, Германия), оснащенного аргоновым лазером. Мик
роскоп был предоставлен ЦКП-САЦ Казанского научного центра РАН. Наблюде-
ния проводили с  использованием объектива 20Х с  водной иммерсией (1.00  NA; 
Leica Microsystems, Heidelberg, Германия). Для возбуждения красителя использовали 
аргоновый лазер с длиной волны 488 нм, регистрацию флуоресценции красителя вели 
в  диапазоне 500–560  нм. Поверхностные нервно-мышечные синапсы обнаруживали 
с помощью канала просвечивания конфокального микроскопа. Регистрацию флуорес-
ценции проводили от протяженных нервных окончаний, загруженных красителем. 
Данные представляли в виде отношения (ΔF/F0 –1) × 100%, где ΔF – изменение ин-
тенсивности флуоресценции красителя при стимуляции, F0  – интенсивность флуо-
ресценции красителя в  покое. Обработку данных вели в  программном обеспечении 
Leica Application Suit (Leica Microsystems, Heidelberg, Германия).

Реактивы
Применяли следующие блокаторы: д-тубокурарин (10 мкМ), тапсигаргин (2 мкМ), 

рианодин (10 мкМ) и ксестоспонгин С (2.8 мкМ). В экспериментах с тапсигаргином, 
рианодином и  ксестоспонгином С  вещества предварительно растворяли в  ДМСО. 
В экспериментах, проведенных с этими агентами, в контрольный раствор добавляли 
такую же концентрацию ДМСО, которая присутствовала в растворе с апплицируемым 
соединением. Конечная концентрация ДМСО в растворе не превышала 0.01%.
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Статистический анализ 
Экспериментальные данные представлены как среднее значение ± ошибка среднего. 

В экспериментах по регистрации Ca2+-транзиента n – количество синапсов в нервно-
мышечных препаратах от 4–5 животных. Для статистической обработки результатов 
использовали двухсторонний критерий Стьюдента. Различия считали статистически 
значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ca2+-транзиент при высокочастотной стимуляции двигательного нерва
На первом этапе оценивали изменение пресинаптического уровня Ca2+ в условиях 

высокочастотной стимуляции нервного окончания. Стимуляция препарата с частотой 
50  Гц в  присутствии красителя в  течение 55  с  вызывала изменения интенсивности 
свечения красителя – Ca2+-транзиента (рис. 1). Интенсивность свечения нарастала не 
монотонно: резкое увеличение сменялось двухфазным ростом Ca2+-сигнала, затем ин-
тенсивность свечения снижалась и выходила на стационарный уровень. Для удобства 
анализа мы ввели обозначения этих фаз нарастания: f1 – первая быстрая фаза, f2 – вто-
рая медленная фаза, f3  – третья медленная фаза (рис.  1b). Фазы f2 и  f3 разделялись 
“точкой перегиба” (точка 3 рис.  1b) После прекращения стимуляции интенсивность 
свечения красителя резко снижалась.

Для анализа частотной зависимости характера изменений Са2+-транзиента препарат 
стимулировали в течение 55 с частотами от 20 до 70 Гц и производили регистрацию 
Ca2+-транзиента. При повышении частоты стимуляции существенно изменялся харак-
тер Ca2+-сигнала. На рис.  2 представлены Ca2+-транзиенты, полученные при разных 
частотах стимуляции. При стимуляции препарата с частотой 20 Гц резкое увеличение 
амплитуды Ca2+-сигнала сменялось монотонным нарастанием базальной концентра-
ции Ca2+. При таком режиме стимуляции можно выделить две фазы нарастания сигна-
ла, которые соответствуют фазам f1 и f2. При увеличении частоты стимуляции до 40 Гц 
к быстрой фазе f1 добавлялся двухфазный рост Ca2+-сигнала и можно было выделить 
фазы f2 и f3. Характер нарастания Ca2+-транзиента при стимуляции 40 Гц был сходен 
с таковым, зарегистрированным при стимуляции 50 Гц, как показано на рис 1. После 
быстрой фазы f1 следовало двухфазное увеличение Ca2+-сигнала, но фаза f3 наступала 
раньше, чем при частоте 40 Гц (рис. 2а). Дальнейшее увеличение частоты стимуляции 
до 70 Гц вызывало резкий рост сигнала и последующий выход на стационарный уро-
вень. При такой частоте стимуляции четко можно было выделить фазу f1, а фазы f2 и f3 
зачастую могли сливаться без характерной точки перегиба. Но в части экспериментов 
удавалось выделить точку перегиба, разделяющую фазы f2 и f3

 (рис 2а). 
Многофазный характер нарастания кривой Ca2+-транзиента может быть связан с ак-

тивацией внутриклеточных систем регуляции Ca2+-метаболизма, активируемых во вре-
мя высокочастотной стимуляции препарата. Для количественного анализа изменения 
кривой Ca2+-транзиента при высокочастотной стимуляции медленные фазы роста f2 и f3 
аппроксимировались прямыми с соответствующими угловыми коэффициентами k1 и k2 
(рис. 2a). Коэффициент угла наклона k находили из уравнения y = kx + b.

Величины коэффициентов k1 и k2 составили 0.027 ± 0.004 и 0.061 ± 0.008 (n = 9, 
p  <  0.05) соответственно при аппроксимации фаз Ca2+-транзиента, полученного при 
частоте стимуляции 50 Гц (рис 2e). В дальнейшем для статистического анализа данных 
при проведении фармакологического анализа была использована эта частота стимуля-
ции для определения точки перегиба и аппроксимации Ca2+-транзиента прямыми, по-
скольку именно при этой частоте наиболее четко наблюдался излом фронта нарастания 
Ca2+-транзиента и четко определялась точка перегиба.
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Рис. 1. Регистрация Ca2+-транзиента во время ритмической активности при помощи конфокального мик
роскопа в присутствии низкоафинного Ca2+-красителя. (а) – Флуоресцентные микрофотографии нервного 
окончания, загруженного красителем Magnesium Green. Микрофотографии соответствуют различным вре-
менным точкам во время стимуляции нерва с  частотой 50  Гц. (b)  – Ca2+-транзиент, зарегистрированный 
в  препарате, представленном на  панели (а). Цифрами отмечены характерные временные точки во время 
стимуляции, соответствующие микрофотографиям на панели (а). На панели (b) также обозначены фазы на-
растания Ca2+-транзиента: f1 – первая быстрая фаза нарастания (между точками 1 и 2), f2 – вторая медленная 
фаза нарастания (между точками 2 и 3), f3 – третья медленная фаза нарастания (между точками 3 и 4). 
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Одной из характеристик Ca2+-транзиента был уровень интенсивности флуоресцен-
ции, при котором на кривой Ca2+-транзиента образовывалась точка перегиба и фаза f2 
менялась на фазу f3 (рис. 2а, с). Этот уровень флуоресценции был примерно одина-
ковым при частотах стимуляции 40, 50 и 70 Гц. Для примера на рис. 2 представлен 
Ca2+-транзиент, зарегистрированный в одном препарате при частотах стимуляции 20, 
40, 50 и 70 Гц. Стоит отметить, что на рис. 2 представлен Ca2+-транзиент при частоте 
стимуляции 70 Гц в эксперименте, где было возможно выделить точку перегиба. Ха-
рактер нарастания фаз f2 и f3 Ca2+-транзиента и наклон прямых аппроксимации могли 
незначительно варьировать от эксперимента к эксперименту. Исходя из этого, выде-
ляли положение точки перегиба. Можно сделать предположение, что уровень ΔF/F0 
в точке перегиба соответствует определенной концентрации Ca2+ в нервном окончании, 
при которой включается дополнительный Ca2+-зависимый процесс активации выброса 
Ca2+. Скорее всего, это включение механизма CICR. Средняя амплитуда Ca2+-транзиен-
та в этой точке составила 95 ± 15% (n = 4) для частоты 40 Гц, 82 ± 4% (n = 24) для 50 Гц 
и 90 ± 6% (n = 10) для 70 Гц (рис 2с).

Рис. 2. Ca2+-транзиент при высокочастотной стимуляции двигательного нерва. (а) – Репрезентативные кри-
вые Ca2+-транзиентов, зарегистрированные в  одном препарате при частотах стимуляции от 20 до  70  Гц. 
Штриховая горизонтальная линия отмечает “точку перегиба”, сплошные горизонтальные линии отмечают 
максимальную амплитуду медленных фаз нарастания сигнала. На врезке показана первая быстрая фаза f1 на-
растания Ca2+-сигнала при частотах стимуляции от 20 до 70 Гц. Амплитуды быстрой фазы f1 отмечены гори-
зонтальными линиями. (b) – Средние значения амплитуды быстрой фазы f1 нарастания Ca2+-транзиента при 
частотах стимуляции 20, 50 и 70 Гц (см. врезку на панели (а)). (с) – Средние значения амплитуды Ca2+-тран-
зиента, при которой возникает точка перегиба Ca2+-транзиента, т. е. переход от фазы f2 к фазе f3 (см. штри-
ховую линия на панели (а)) при частотах стимуляции 40, 50 и 70 Гц. (d) – Средние значения максимальной 
амплитуды (max) медленных фаз нарастания Ca2+-транзиента (черные горизонтальные линии на панели (a)) 
при частотах стимуляции 20, 50 и 70 Гц. (e) – Средние значения коэффициентов k1 и k2, полученных при 
аппроксимации Ca2+-транзиента, зарегистрированного при частоте стимуляции 50 Гц. Данные представлены 
как среднее ± стандартная ошибка среднего, n = 4–9, *p < 0.05.
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Также анализировали амплитуду быстрой фазы f1 (рис. 2, врезка) и максимальную 
амплитуду нарастания Ca2+-транзиента (рис.  2a). Амплитуда разных фаз нарастания 
Ca2+-транзиента при высокочастотной стимуляции частотами 20, 50 и 70 Гц представ-
лена на рис. 2d. Амплитуда быстрой фазы f1 составила при 20 Гц 14 ± 3% (n = 8), при 
50 Гц 24 ± 3% (n = 14) и 30 ± 1% (n = 5) при стимуляции 70 Гц. Максимальная ампли-
туда Ca2+-транзиента составила при 20 Гц 31 ± 4% (n = 7), при 50 Гц 140 ± 15% (n = 9) 
и 216 ± 20% (n = 4) при 70 Гц.

При увеличении частоты стимуляции растет амплитуда как быстрой фазы нараста-
ния f1, так и максимальная амплитуда, которую достигает Ca2+-транзиент, что может 
быть связано с накоплением Ca2+ в аксоплазме при увеличении частоты стимуляции.

Ca2+-транзиент при повышенном содержании ионов Ca2+ в растворе
Для того, чтобы показать связь изменения формы кривой Ca2+-транзиента при ча-

стоте стимуляции 50 Гц с изменением концентрации Ca2+ в нервном окончании и под-
твердить включение механизма CICR, исследовали изменение Ca2+-транзиента при 
частоте стимуляции 50 Гц при повышении концентрации Ca2+ в омывающем препарат 
растворе до 3.6 мМ (рис. 3).

При повышении концентрации Ca2+ достоверно увеличивалась на 92 ± 20% (n = 5, 
p < 0.05) амплитуда первой быстрой фазы f1 нарастания Ca2+-сигнала. Максимальная 
амплитуда Ca2+-сигнала также имела тенденцию к увеличению при повышении содер-
жания Ca2+ в омывающем растворе (рис. 3). 

При повышении концентрации Ca2+ в среде до 3.6 мМ достижение точки переги-
ба наблюдалось раньше, чем при нормальном содержании Ca2+. Определить точно эту 
точку было невозможно, и  кривая нарастания Ca2+-транзиента аппроксимировалась 
только одной прямой, фазы f2 и f3 сливались в одну. При этом коэффициент, характе-
ризующий наклон кривой при концентрации Ca2+ 3.6 мМ, достоверно не отличался от 
коэффициента k2 при аппроксимации прямыми в контрольных условиях (0.061 ± 0.008 
и 0.058 ± 0.011 соответственно, n = 5–9, p > 0.05) (рис. 3b). 

Таким образом, характер поведения фаз нарастания и соответствующей им точки 
перегиба связан с накоплением Ca2+ в клетке. Возможно, что при увеличении концен-
трации Ca2+ в среде, омывающей препарат, на каждый последующий стимул в клет-
ку входит большее количество Ca2+ и порог срабатывания механизма CICR наступает 
раньше. Он фактически включается сразу вслед за первой быстрой фазой входа Ca2+.

Влияние блокаторов Ca2+-АТФаз эндоплазматического ретикулума  
на Ca2+-транзиент при высокочастотной стимуляции

Одним из основных Ca2+-насосов, секвестрирующих Ca2+ из цитоплазмы в ЭР, явля-
ется SERCA или Ca2+-АТФаза ЭР. Для проверки гипотезы об участии SERCA в регуля-
ции уровня пресинаптического Ca2+ во время частотной стимуляции были проведены 
эксперименты с  добавлением в  раствор тапсигаргина, который является блокатором 
SERCA, осуществляющего закачку ионов Ca2+ в ЭР [3].

Добавление тапсигаргина в концентрации 2 мкМ в раствор приводило к увеличе-
нию скорости нарастания Ca2+-транзиента, а также к увеличению амплитуд быстрой 
фазы f1 и  максимальных амплитуд фаз f2 и  f3 нарастания (рис.  4). Амплитуда быст-
рой фазы f1 после действия тапсигаргина увеличилась на  108.9  ± 28.1% по отноше-
нию к  контролю (n  =  5, p  <  0.03) (рис.  4d). Максимальная амплитуда Ca2+-сигнала 
в присутствии тапсигаргина увеличилась на 42.7 ± 10.1% по отношению к контролю 
(n  =  5, p  <  0.02) (рис.  4d). Применение тапсигаргина приводило к  увеличению ско-
рости нарастания Ca2+-транзиента, и достижение точки перегиба наблюдалось рань-
ше, чем в контрольных условиях. Выделить эту точку не представлялось возможным. 
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Медленные фазы нарастания Ca2+-транзиента f2 и f3 сливались в одну фазу нарастания 
Ca2+-транзиента, которая аппроксимировалась одной прямой (рис. 4а). При этом коэф-
фициент, характеризующий наклон прямой k2, аппроксимирующей эти фазы, в при-
сутствии тапсигаргина был больше коэффициентов k1 и k2, полученных в контрольных 
условиях (0.084 ± 0.009 и 0.030 ± 0.009, 0.058 ± 0.011 соответственно, n = 5, p < 0.05) 
(рис. 4с). Эффекты тапсигаргина на Ca2+-транзиент были схожи с эффектами, наблюда-
емыми при повышении содержания Ca2+ в растворе. 

Таким образом, блокада SERCA приводила к уменьшению накачки Ca2+ во внутри-
клеточные Ca2+-депо и к его накоплению в аксоплазме, о чем говорит изменение харак-
тера кривых Ca2+-транзиента под действием тапсигаргина.

Влияние блокатора рианодиновых рецепторов на Ca2+-транзиент  
при высокочастотной стимуляции

Исходя из полученных результатов в экспериментах с применением тапсигаргина 
и  повышенной концентрации Ca2+, свидетельствующих о  наличии дополнительного 
внутриклеточного процесса (CICR), регулирующего содержание Ca2+ в клетке, было 

Рис. 3. Сa2+-транзиент при повышенном содержании ионов Ca2+ в растворе. (а) – Репрезентативные кривые 
Ca2+-транзиента, зарегистрированные в одном препарате при нормальном (1.8 мМ) и повышенном (3.6 мМ) 
содержании Ca2+ в растворе при частоте стимуляции 50 гц. (b) – Средние значения коэффициентов k1 и k2, 
полученных при аппроксимации Ca2+-транзиента, зарегистрированного при частоте стимуляции 50 Гц при 
нормальном и повышенном содержании Ca2+. (с) – Влияние повышения концентрации Ca2+ в растворе на ве-
личину быстрой (f1) и медленной (max) фаз Ca2+-транзиента (отмечены горизонтальными линиями на панели 
(а)), выраженных в процентах от контрольных значений (при нормальном содержании Ca2+). Данные пред-
ставлены как среднее ± стандартная ошибка среднего, n = 5, *p < 0.05.
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сделано предположение о возможной связи между многофазным характером нараста-
ния Ca2+-транзиента и включением дополнительного источника ионов Ca2+ – внутри-
клеточных депо, в частности ЭР. Для изучения возможного вклада ЭР во внутриклеточ-
ную динамику Ca2+ использовали рианодин – блокатор рианодиновых рецепторов ЭР. 
Изучали влияние рианодина в концентрации 10 мкМ на Ca2+-транзиент при высоко-
частотной стимуляции препарата. По данным литературы, в этой концентрации риа-
нодин блокирует рианодиновые рецепторы [38]. Анализировали характер поведения 
кривой Ca2+-транзиента при частоте стимуляции 20 и 50 Гц. Под действием рианодина 
устранялась вторая медленная фаза f3 нарастания Ca2+-транзиента, зарегистрированно-
го при частоте стимуляции 50 Гц. Характер Ca2+-транзиента при стимуляции частотой 
20 Гц достоверно не изменился (рис. 5).

Первая медленная фаза нарастания сигнала f2 оставалась неизменной после дейст-
вия рианодина. Соответственно, и коэффициент наклона прямой аппроксимации этой 
фазы – k1 оставался без изменения и не отличался от величины коэффициента, изме-
ренного в контрольных условиях (n = 5, p > 0.05) (рис. 5с).

Амплитуда быстрой фазы нарастания Ca2+-транзиента f1 также осталась неизмен-
ной при добавлении рианодина и составила 91.7 ± 4.1% (n = 5, p > 0.05) и 100.1 ± 3.4% 

Рис. 4. Изменение характера нарастания Ca2+-транзиента при блокаде SERCA тапсигаргином; параметры 
Ca2+-транзиента при стимуляции 50 Гц. (а) – Репрезентативные кривые Ca2+-транзиента, зарегистрирован-
ные в одном препарате в контроле при частотах стимуляции от 20 до 70 Гц. (b) – Репрезентативные кривые 
Ca2+-транзиента, зарегистрированные в том же препарате, что и на панели (а), в присутствии тапсигаргина 
(2 мкМ) при частотах стимуляции от 20 до 70 Гц. (с) – Средние значения коэффициентов k1 и k2, получен-
ных при аппроксимации Ca2+-транзиента, зарегистрированного при частоте стимуляции 50 Гц в контроле 
(Control) и в присутствии тапсигаргина (Thaps). (d) – Влияние тапсигаргина на величину быстрой (f1) и мед-
ленной (max) фаз Ca2+-транзиента, выраженные в процентах от контрольных значений. Данные представле-
ны как среднее ± стандартная ошибка среднего, n = 5, *p < 0.05.
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соответственно при стимуляции в 20 Гц и 50 Гц. Максимальная амплитуда после дей-
ствия рианодина при 20 Гц осталась неизменной (108.0 ± 12.7%; n = 5, p > 0.05), а при 
стимуляции в 50 Гц за счет исчезновения второй медленной фазы f3 нарастания сигнала 
уменьшилась на 25.6 ± 13.1% (n = 5, p < 0.05) (рис. 5d).

Таким образом, ингибирование рианодиновых рецепторов, а  значит, выключение 
механизма высвобождения Ca2+ из ЭР (CICR), приводило к  устранению последней 
фазы нарастания концентрации Ca2+ в  цитоплазме терминали, что может свидетель-
ствовать об участии внутриклеточных Ca2+-депо в работе нервного окончания при ча-
стотной стимуляции двигательного нерва.

Влияние блокатора инозитольных рецепторов на Сa2+-транзиент 
при высокочастотной стимуляции

Помимо рианодиновых рецепторов, на поверхности ЭР также присутствуют рецеп-
торы, активируемые инозитолтрифосфатом. Для определения их роли в регуляции ди-
намики изменения концентрации Ca2+ в нервной терминали был использован блокатор 

Рис. 5. Влияние рианодина на  Ca2+-транзиент при высокочастотной стимуляции. (а)  – Репрезентативные 
кривые Ca2+-транзиента, зарегистрированные в одном препарате, в контроле при частотах стимуляции 20 
и 50 Гц. (b) – Репрезентативные кривые Ca2+-транзиента, зарегистрированные в том же препарате, что и на 
панели (а) в присутствии рианодина (10 мкМ) при частотах стимуляции 20 и 50 Гц. (с) – Средние значения 
коэффициентов k1 и k2, полученных при аппроксимации Ca2+-транзиента, зарегистрированного при частоте 
стимуляции 50 Гц в контроле (Control) и в присутствии рианодина (Ryan). (d) – Влияние рианодина на вели-
чину быстрой (f1) и медленной фаз (max) Ca2+-транзиента, выраженные в процентах от контрольных значе-
ний. Данные представлены как “среднее ± стандартная ошибка среднего” (n = 5, *p < 0.05).
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инозитольных рецепторов ксестоспонгин С в концентрации 2.8 мкМ [39, 40]. Результаты 
действия ксестоспонгина С на Ca2+-транзиент в нервном окончании лягушки в условиях 
ритмической стимуляции препарата представлены на рис 6. Под действием ксестоспон-
гина С устранялась вторая медленная фаза f3 нарастания Ca2+-транзиента, зарегистриро-
ванного при частоте стимуляции 50 Гц так же, как и в присутствии рианодина. Характер 
Ca2+-транзиента при стимуляции частотой 20 Гц достоверно не изменился. 

Первая медленная фаза нарастания сигнала f2 оставалась неизменной после дейст-
вия ксестоспонгина С. Соответственно, и коэффициент наклона прямой аппроксима-
ции этой фазы – k1 оставался без изменения и не отличался от величины коэффициента, 
измеренного в контрольных условиях (n = 5, p > 0.05) (рис. 6с).

За счет устранения второй медленной фазы f3 максимальная амплитуда нараста-
ния сигнала при стимуляции в 50 Гц уменьшилась на 27.5 ± 9.3% (n = 5, p < 0.05). 
Также на 7.0 ± 2.4% (n = 5, p < 0.05) уменьшалась первая быстрая фаза нарастания f1 
Ca2+-транзиента (рис. 6d). 

Таким образом, ингибирование инозитольных рецепторов, а  значит, выключение 
механизма высвобождения Ca2+ из ЭР (CICR), приводило к  устранению двухфазно-
го характера нарастания концентрации Ca2+, что может свидетельствовать об участии 
инозитольных рецепторов, наряду с рианодиновыми рецепторами, в выбросе Ca2+ из 
внутриклеточных Ca2+-депо при частотной стимуляции нерва. 

Рис. 6. Влияние ксестоспонгина C на Ca2+-транзиент при высокочастотной стимуляции. (а) – Репрезентатив-
ные кривые Ca2+-транзиента, зарегистрированные в одном препарате в контроле при частотах стимуляции 20 
и 50 Гц. (b) – Репрезентативные кривые Ca2+-транзиента, зарегистрированные в том же препарате, что и на 
панели (а), в присутствии ксестоспонгина C (2.8 мкМ) при частотах стимуляции 20 и 50 Гц. (с) – Средние 
значения коэффициентов k1 и k2, полученные при аппроксимации Ca2+-транзиента, зарегистрированного при 
частоте стимуляции 50Гц в контроле (Control) и в присутствии ксестоспонгина С (Xest). (d) – Влияние ксе-
стоспонгина С на величину быстрой (f1) и медленной фаз (max) Ca2+-транзиента, выраженную в процентах от 
контрольных значений. Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего, n = 5, *p < 0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Настоящее исследование было направлено на изучение изменения пресинаптическо-
го уровня Ca2+ в моторных нервных окончаниях лягушки при длительной высокочастот-
ной стимуляции двигательного нерва с использованием Ca2+-чувствительного флуорес-
центного красителя. Режим высокочастотной стимуляции двигательного нерва является 
наиболее приближенным к физиологическим условиям работы синаптического аппара-
та, поскольку информация между моторным нейроном и мышечными единицами пере-
даётся виде пачек импульсов с частотой от 30 до 100 Гц [23, 31]. Анализу уровня Ca2+ 
в синапсах холоднокровных животных в подобных условиях стимуляции посвящен ряд 
работ [3, 20, 41–43]. Но в этих исследованиях, в основном, для оценки внутриклеточного 
содержания Ca2+ использовали высокоафинные Ca2+-красители, которые могут некор-
ректно давать оценку пресинаптического уровня Ca2+ при массированном его входе во 
время пачек импульсов вследствие их насыщения. Для предотвращения насыщения кра-
сителя некоторые исследователи используют импульсный режим стимуляции препарата 
в виде коротких пачек, во время которых краситель потенциально не успевает насыщать-
ся [4]. Но даже в таких условиях стимуляции индикаторы с высоким сродством [4, 43] 
не дают корректной оценки фаз секвестрации Ca2+ после пачки импульсов [44, 45]. Это 
предположение было также подтверждено для нервно-мышечного соединения речного 
рака [46], в этой работе было показано, что индикаторы с высоким сродством искажа-
ют временные характеристики Ca2+-транзиентов, вызванных одиночными импульса-
ми. Для оценки пресинаптического уровня Ca2+ при таких условиях стимуляции дви-
гательного нерва предпочтительнее использовать низкоафинные красители, которые не 
насыщаются. В  данном исследовании был использован низкоафинный Ca2+-краситель 
Magntsium Green, который может корректно отражать пресинаптический уровень Ca2+ 
в широком диапазоне концентраций при разных режимах стимуляции препарата [30–32]. 
Были проведены эксперименты по оценке пресинаптического уровня Ca2+ при частотах 
стимуляции 20, 50 и 70 Гц, которые вписываются в физиологический диапазон частот 
паттернов активности мышечных единиц [23, 31]. При повышении частоты стимуляции 
существенно изменялся характер Ca2+-сигнала. Плавное нарастание концентрации Ca2+ 
при 20 Гц сменялось двухфазным увеличением этого сигнала при 50 Гц и последующим 
резким ростом при частоте 70 Гц. Особый интерес представляет кривая, полученная при 
частоте стимуляции 50 Гц, поскольку позволяет выделить моменты начала разных фаз 
нарастания Ca2+-сигнала. Первая быстрая фаза нарастания практически вертикальная, 
затем происходит изменение характера кривой Ca2+-транзиента, которое проявляется 
в появлении более медленной плавной фазой с последующим изломом и второй более 
быстрой фазы, достигающей максимума и переходящей в плато. Поскольку при частоте 
стимуляции 50 Гц наиболее четко проявлялся характер изменения Ca2+-транзиента, по-
следующий анализ был проведен с использованием этой частоты. При более высоких 
частотах стимуляции точка излома кривой Ca2+-транзиента выделяется с трудом, скорее 
всего из-за того, что скорости процессов накачки, секвестрирования Ca2+ и его выбро-
са из Ca2+-депо выравниваются. При частоте стимуляции 20 Гц после первой быстрой 
фазы нарастания наблюдается плавный подъем Ca2+-транзиента без достижения второй 
фазы нарастания сигнала. Фазы нарастания Ca2+-сигнала, по-видимому, соответствуют 
определенным процессам, связанным с накоплением и секвестрованием Ca2+ в аксоплаз-
ме. Первая быстрая фаза обусловлена быстрым входом ионов Ca2+ в нервное окончание 
через открытые потенциал-чувствительные Ca2+-каналы  [43, 47]. Последующие фазы 
могут быть связаны с  накоплением Ca2+ внутри терминали и  его секвестрированием 
внутриклеточными буферными системами, а также выбросом Ca2+ из внутриклеточных 
депо посредством Ca2+-активируемого Ca2+-выброса с участием рианадиновых и инози-
тольных рецепторов  [48]. Изменения характера Ca2+-сигнала при повышении частоты 
стимуляции могут свидетельствовать о  включении дополнительных источников Ca2+. 
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Эксперименты при повышенной концентрации Ca2+ в растворе, омывающем препарат, 
показали, что, действительно, увеличение концентрации Ca2+ с 1.8 до 3.6 мМ изменяло 
характер кривой нарастания Ca2+-транзиента. Увеличивались амплитуда быстрой фазы 
нарастания транзиента и  его максимальная амплитуда. Аппроксимация Ca2+-сигнала 
прямыми и  анализ коэффициента, характеризующего наклон этих прямых, позволяет 
сделать предположение о  природе кальцийзависимых процессов, происходящих при 
ритмической активности синапса. При повышении концентрации Ca2+ в среде до 3.6 мМ 
достижение точки перегиба наблюдалось раньше, чем при нормальном содержании 
Ca2+. Фактически выделить эту точку не представлялось возможным, и кривая нараста-
ния Ca2+-транзиента аппроксимировалась только одной прямой. Коэффициент наклона 
этой прямой был равен значению второго коэффициента, определенного в  контроль-
ных условиях. То есть в терминаль входило достаточно большое количество Ca2+, кото-
рый не успевал секвестрироваться, и включался сразу второй Ca2+-зависимый процесс 
выброса Ca2+ из Ca2+-депо. Это связано, скорее всего, с увеличением движущей силы 
Ca2+, поскольку увеличивается концентрационный градиент для этих ионов. Это может 
свидетельствовать о том, что при данном режиме стимуляции 50 Гц SERCA участвует 
в быстрой регуляции содержания Ca2+ в цитоплазме. SERCA играет роль Ca2+-буфера, за-
качивающего Ca2+ из цитоплазмы в ЭР, а его блокада приводит к накоплению Ca2+ и уско-
рению включения Ca2+-зависимого механизма освобождения Ca2+ в цитоплазму. После 
достижения максимальной амплитуды транзиента наблюдалось его достаточно резкое 
падение. Именно это снижение амплитуды сигнала может быть обусловлено частичным 
истощением Ca2+-депо. Последующее восстановление амплитуды, аналогичное эффекту 
повышения внеклеточной концентрации Ca2+ при высоких частотах стимуляции, может 
быть обусловлено превалированием выхода ионов из ЭПР над степенью его закачки, 
а  также вкладом других участников системы Ca2+-метаболизма в нервном окончании. 
Аналогичные результаты были получены при стимуляции короткими пачками импульсов 
в присутствии как высокоафинного [49], так и низкоафинного красителя [50]. Значение 
SERCA при сходных режимах стимуляции на таком же объекте показано Soga‐Sakakibara 
с соавт. [43]. Однако наблюдаемые этими авторами снижение амплитуды Ca2+-транзиен-
та и уменьшение его максимальной амплитуды могут быть обусловлены применением 
высокоафинного Ca2+-красителя. Вероятно, резкое увеличение концентрации Ca2+ при 
блокаде SERCA вызывало быстрое насыщение кальциевого красителя, и он уже не мог 
корректно отражать увеличение концентрации Ca2+ в цитоплазме, что и приводило к сни-
жению амплитуды кривой Ca2+-транзиента. Подтверждением того, что блокада SERCA 
может приводить к накоплению Ca2+ в аксоплазме, служат данные о возрастании уровня 
нейросекреции под действием тапсигаргина [10, 49].

Установлено, что SERCA связаны с  гладким ЭР, расположенным на  расстоянии 
~1 мкм от мест высвобождения нейромедиатора [49, 51], в котором происходит накопле-
ние Ca2+ в результате активности SERCA. ЭР действует как динамическое хранилище 
Ca2+ благодаря согласованной активности Ca2+-каналов и транспортеров, расположенных 
в эндомембране, а также интралюминальных Ca2+-связывающих белков, которые служат 
буферной системой Ca2+ высокой емкости [10, 21]. Выход Ca2+ из ЭР опосредован двумя 
семействами Ca2+-каналов: Ca2+-зависимыми Ca2+-каналами, обычно называемыми риа-
нодиновыми рецепторами, и рецепторами инозитолтрифосфата [10, 21].

Результаты проведенных экспериментов с  блокадой рианодиновых и  инозитоль-
ных рецепторов позволили оценить момент включения выброса Ca2+ из ЭР за счет 
активации этих типов рецепторов. При этом амплитуда Ca2+ транзиента, при которой 
наблюдался дополнительный выброс депонированного Ca2+, был примерно один и тот 
же при разных частотах стимуляции. Это свидетельствует о том, что он, вероятно, со-
ответствует моменту, когда Ca2+ внутри аксоплазмы достигает уровня, при котором 
включается Ca2+-активируемый выброс Ca2+, опосредованный активацией рианоди-
новых и  инозитольных рецепторов. Таким образом, путем анализа Ca2+-транзиента 
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при частоте 50 Гц возможно отследить момент включения рианодиновых рецепторов 
в процесс формирования внутриклеточного уровня Ca2+. Он находится в промежутке 
от 25–30 с от начала стимуляции. Ранее показано, что увеличение Ca2+ посредством ак-
тивации рианодиновых рецепторов активирует фосфолипазу C для продукции инози-
толтрифосфата, что приводит к дальнейшему росту Ca2+-актвивируемого освобожде-
ния Ca2+ через инозитольные рецепторы [48]. Тот факт, что при блокаде инозитольных 
рецепторов уменьшается первая быстрая фаза Ca2+-транзиента при частоте стимуля-
ции 50 Гц (рис. 6d) говорит о том, что эти рецепторы могут вносить вклад в форми-
рование входа Ca2+

 в нервное окончание даже в начале стимуляции, еще до включения 
основного массированного выброса Ca2+ за счет Ca2+-актививируемого освобождения 
Ca2+. Полученные данные о характере изменений внутриклеточного содержания Ca2+ 
при частотной ритмической стимуляции двигательного нерва хорошо согласуются 
с  данными, полученными электрофизиологическими методами. Было показано, что 
нейротрофин NT-3 значительно усиливал спонтанное высвобождение нейромедиато-
ра в нервно-мышечном соединении, это действие требовало как высвобождения Ca2+ 
через рианодиновые и инозитольные рецепторы, так и активации Ca2+/кальмодулин-
зависимой киназы II [52]. Также было показано, что выход депонированного Ca2+ из 
внутриклеточных Ca2+-депо способствует высвобождению медиатора в  автономных 
синапсах млекопитающих  [9], нервно-мышечных соединениях лягушек  [3, 20, 43] 
и центральных синапсах [6, 8].

Проведенное исследование показало, что использование низкоаффинного флуорес-
центного Ca2+-красителя при высокочастотной ритмической стимуляции двигательно-
го нерва позволяет достаточно точно отслеживать включение SERCA, рианодиновых 
и инозитольных рецепторов, вносящих существенный вклад в формирование внутри-
клеточного содержания Ca2+ в двигательных нервных окончаниях и участвующих в мо-
дуляции нейросекреторного процесса.
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Under physiological conditions, chemical synapses, including neuromuscular junctions, 
operate rhythmically at different frequencies depending on the functional type of muscle and 
the state of synaptic contact. Calcium ions (Ca2+) entering the axoplasm through voltage-
gated Ca2+ channels during each action potential activate exocytosis of synaptic vesicles 
and play a key role in modulating the secretory process. The endoplasmic reticulum (ER), 
which can release Ca2+ ions via Ca2+-dependent release, may contribute significantly to 
intracellular Ca2+ dynamics. Optical recording techniques using Ca2+-sensitive fluorescent 
dyes are used to monitor changes in intracellular Ca2+. However, such an evaluation must 
pay special attention to the dye's binding characteristics with Ca²⁺ ions, specifically its 
affinity, because the degree of dye saturation affects the parameters of the Ca²⁺ response 
being investigated. In this study, the low-affinity dye Magnesium Green was used to 
analyze changes in the intracellular Ca2+ ions concentration in the neuromuscular synapse 
m.  cutaneus pectoris of the frog during rhythmic stimulation, which allows correct 
assessment of Ca2+ signals. With increasing frequency of motor nerve stimulation, the 
smooth increase at 20 Hz of Ca2+ response was replaced by a biphasic increase at 50 Hz 
and a  sharp increase at 70 Hz. This indicates the inclusion of additional Ca2+ sources, 
which may be the ER. Blocking ryanodine and inositol receptors abolished the increase 
in Ca2+ response at higher frequencies of nerve stimulation. Blocking Ca2+ ATPases 
ER (SERCA) resulted in a  dramatic increase in the Ca2+ response and eliminated its 
multiphasic character. It is shown that the change in Ca2+ transient reflects the accumulation 
of intracellular Ca2+ in the axoplasm and depends on the activity of SERCA, ryanodine and 
inositol receptors. The use of a low affinity fluorescent Ca2+ dye makes it possible to track 
the contribution of these systems to the formation of the intracellular concentration of the 
main ions that determine the process of neurosecretion.

Keywords: calcium ions, neuromuscular junction, ryanodine receptors, inositol receptors, 
calcium ATPases


