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Выделение нейромедиатора – один из ключе�
вых этапов процесса передачи информации от
нейрона к иннервируемой клетке. Эксперимен�
ты, выполненные на холинергическом нервно�
мышечном синапсе теплокровных, продемон�
стрировали наличие трех способов выделения
ацетилхолина (АХ): 1. Спонтанная квантовая сек�
реция – не связанное с электрической активно�
стью нерва самопроизвольное выделение в си�
наптическую щель многомолекулярных порций
(квантов) медиатора из синаптических везикул; 2.
Вызванное квантовое высвобождение – относи�
тельно синхронное выделение от нескольких еди�
ниц до нескольких сотен квантов медиатора в от�
вет на деполяризацию нервного окончания потен�
циалом действия; 3. Неквантовое высвобождение –
выделение из нервного окончания цитоплазмати�
ческого АХ в виде отдельных молекул [1–3].

К настоящему моменту механизм вызванного
и спонтанного квантового высвобождения АХ
изучен достаточно полно [1, 3, 4]. Что касается
неквантового выделения, то, несмотря на почти
40�летнюю историю открытия этой формы ней�
росекреции [5, 6], механизм ее остается недоста�
точно выясненным. Совокупность имеющихся
данных дает основания полагать, что данный
процесс не связан с “утечкой” молекул АХ через
пресинаптическую мембрану, как это было пер�
воначально предположено Katz и Miledi [5], а яв�
ляется активным процессом, реализуемым при
участии молекул�переносчиков. На роль такого
переносчика была предложена система “закачки”

цитоплазматического медиатора в синаптические
везикулы [7]. Суть этой гипотезы состоит в том,
что цитоплазматический медиатор выделяется в
синаптическую щель посредством везикулярных
транспортеров, первоочередной задачей которых
является заполнение синтезированным в цито�
плазме медиатором синаптических везикул. Бу�
дучи встроенными в пресинаптическую мембра�
ну в ходе экзоцитоза, эти переносчики продолжа�
ют “качать” АХ, но уже не в везикулы, а в
синаптическую щель. Экспериментальным обос�
нованием этой гипотезы явились данные о том,
что блокада этой системы везамиколом (блокатор
везикулярного транспорта АХ) подавляет некван�
товый выход АХ [7, 8]. В случае справедливости
этой гипотезы следовало ожидать наличие поло�
жительной корреляции между интенсивностью
экзоцитоза везикул (увеличение в пресинаптиче�
ской мембране числа встроенных транспортеров
АХ) и интенсивностью неквантового освобожде�
ния. Вместе с тем многочисленные эксперимен�
ты с изменением концентрации основных потен�
циалобразующих ионов, ионов кальция, темпе�
ратуры, рН и ряда физиологически активных
соединений не обнаружили наличия такой связи.
Более того, нередко выявлялись антагонистиче�
ские взаимоотношения между этими двумя вида�
ми секреторного процесса [2, 9–11]. Одна из при�
чин, благодаря которой увеличение спонтанной
квантовой секреции сопровождается угнетением
неквантового выхода медиатора, могла состоять в
том, что по мере роста интенсивности экзоцитоза
растет скорость эндоцитоза везикул, приводящая
в итоге к ограничению числа встроенных в преси�
наптическую мембрану переносчиков АХ [4].
Проверке справедливости этой гипотезы и посвя�
щено настоящее исследование. 

Идея работы состояла в изучении интенсивно�
сти процессов спонтанного квантового и некван�
тового освобождения АХ после обработки нерв�
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но�мышечного синапса ингибитором эндоцитоза
динасором. Динасор является высокоспецифич�
ным эффективным блокатором (IC50 ≈ 30 мкмоль/л;
полное ингибирование – при 80 мкмоль/л) [12]
белка динамина – одного из ключевых белков
“машины” эндоцитоза синаптических везикул.
Если гипотеза о ведущей роли везамиколчувстви�
тельной транспортной системы в реализации не�
квантового освобождения верна, то торможение
эндоцитоза должно приводить к росту интенсив�
ности данного процесса.

Эксперименты проводили на диафрагмальных
нервно�мышечных препаратах беспородных мы�
шей, декапитированных под эфирным наркозом.
Выделенную диафрагмальную мышцу с подходя�
щим к ней нервом фиксировали на дне экспери�
ментальной ванночки, через которую на протяже�
нии всего эксперимента протекал предварительно
аэрированный карбогеном (95% кислорода и 5%
углекислого газа) раствор Рингера–Кребса стан�
дартного состава [11]. Эксперименты проводили
при температуре 20.0 ± 0.3°C. 

Потенциалы мышечного волокна отводили с
помощью стандартной микроэлектродной техни�
ки, используя стеклянные микроэлектроды с со�
противлением 6–12 МОм, заполненные раство�
ром KCl (2.5 моль/л).

Интенсивность спонтанной квантовой секре�
ции определяли по средней частоте миниатюр�
ных потенциалов концевой пластинки (МПКП).
Интенсивность неквантовой секреции оценива�
ли по величине Н�эффекта – степени гиперполя�
ризации постсинаптической мембраны после
блокирования холинорецепторов концевой пла�
стинки d�тубокурарином в условиях необратимо�
го ингибирования ацетилхолинэстеразы фосфор�
органическим соединением армин [2, 11]. Для
этого нервно�мышечный препарат предваритель�
но инкубировали в течение 30 мин в растворе Рин�
гера–Кребса, содержащем армин (10 мкмоль/л).
Затем ингибитор отмывали, и препарат помеща�
ли в ванночку, где проводили измерения потен�
циала покоя 25 мышечных волокон в синаптиче�
ской зоне до и после блокирования холинорецеп�
торов d�тубокурарином (10 мкмоль/л). Затем эти
значения усредняли и по их разнице определяли
величину Н�эффекта.

Эффективность блокирующего действия ди�
насора на эндоцитоз оценивали, используя флуо�
ресцентный маркёр FM 1�43, способный обрати�
мо связываться с пресинаптической мембраной и
во время эндоцитоза оказываться внутри вновь
образующихся синаптических везикул, что про�
является увеличением интенсивности флуорес�
ценции нервной терминали [13]. Для активации
эндоцитоза (и соответственно “загрузки” маркё�
ра) диафрагмальный нерв в присутствии FM 1�43
(3 мкмоль/л) и d�тубокурарина (10 мкмоль/л)
стимулировали согласно протоколу, предложен�

ному Ribchester с соавт. [13]. С помощью конфо�
кального микроскопа Leica TCS SP5 MP (Leica
Microsystems CMS GmbH, Германия) регистриро�
вали флуоресценцию одних и тех же поверхност�
но расположенных нервных терминалей до нача�
ла стимуляции и через 5 мин после ее окончания.
Интенсивность флуоресценции нервных терми�
налей анализировали по средней величине свече�
ния пикселей в области интереса за вычетом зна�
чения фонового свечения. В каждом синапсе
среднюю интенсивность флуоресценции до нача�
ла стимуляции принимали за 100%. Анализ полу�
ченных изображений осуществляли с помощью
программы ImageJ 1.42.

Для статистической обработки эксперимен�
тальных данных использовали t�критерий Стью�
дента. Различие между двумя совокупностями
считали достоверным, если р < 0.05.

Контрольное значение частоты МПКП состави�
ло 0.65 ± 0.07 имп/с (n = 66). Динасор (80 мкмоль/л)
вызывал рост частоты МПКП более чем в 10 раз
(n = 33, p < 0.001, рис. 1). Подобный эффект динасо�
ра недавно был выявлен и в нервно�мышечном си�
напсе лягушки [14]. В концентрации 40 мкмоль/л
динасор не изменял частоту МПКП (n = 33, p >
> 0.05, рис. 1). Поскольку известно, что динасор в
концентрации 80 мкмоль/л полностью блокирует
эндоцитоз [12], то в нашем случае необходимо
было оценить эффективность влияния этого бло�
катора динамина в концентрации 40 мкмоль/л. 

В экспериментах с FM 1�43 было установлено,
что через 5 мин по завершении протокола “за�
грузки” среднее значение интенсивности флуо�
ресценции концевых пластинок увеличивалось на
236 ± 23% (n = 15, p < 0.05, рис. 2). В препаратах, об�
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Рис. 1. Влияние динасора на процесс спонтанного
квантового выделения АХ (зарегистрированного по
частоте МПКП) в нервно�мышечном синапсе мыши.
Данные (M ± m) представлены в процентах к контро�
лю; * – p < 0.001 по сравнению с контролем.
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работанных блокатором динамина (40 мкмоль/л),
интенсивность флуоресценции увеличивалась
значительно меньше (лишь на 71 ± 14%, n = 17, p <
0.05, рис. 2). Таким образом, и в концентрации
40 мкмоль/л динасор проявлял себя как эффек�
тивный ингибитор эндоцитоза.

Получение этих данных позволило подойти к
изучению основного вопроса настоящего иссле�
дования: выявлению взаимосвязи между процес�
сами неквантового выделения АХ и процессами
экзо� и эндоцитоза.

Контрольная величина H�эффекта, характе�
ризующая интенсивность неквантового выделе�
ния АХ, составляла 4.5 ± 0.4 мВ (n = 80, рис. 3).
Динасор в концентрации 40 мкмоль/л не изменял
величины H�эффекта (4.7 ± 0.3 мВ, n = 100, p > 0.05,
рис. 3). Применение блокатора динамина в более
высокой концентрации (80 мкмоль/л), при кото�
рой зарегистрировано значительное повышение
частоты МПКП, приводило к снижению H�эф�
фекта до 2.8 ± 0.3 мВ (n = 100, p < 0.05, рис. 3). 

Из полученных данных особый интерес пред�
ставляют результаты экспериментов с использо�
ванием динасора в концентрации 40 мкмоль/л,
при которой нарушается эндоцитоз, но не изме�
няется экзоцитоз. Эти результаты свидетельству�
ют о том, что при увеличении количества везику�
лярных транспортеров и их времени нахождения
в пресинаптической мембране интенсивность не�
квантовой секреции АХ не увеличивается. 

К сожалению, ценность экспериментов с ис�
пользованием динасора в высокой концентрации
для решения поставленной задачи существенно
снижается, поскольку при этом значительно уве�
личивается интенсивность спонтанной квантовой
секреции в результате увеличения внутриаксо�
нальной концентрации кальция [14], которое, как
показано нами ранее [9], само по себе может при�
водить к угнетению неквантовой секреции АХ.

Таким образом, полученные данные не под�
тверждают справедливость гипотезы о том, что
везикулярные транспортеры АХ играют ключе�
вую роль в реализации механизма неквантового
выделения медиатора.
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Рис. 2. Флуоресценция (FM 1�43) двигательных нервных окончаний мыши в контроле и в присутствии динасора до и
через 5 мин после проведения протокола электрической стимуляции диафрагмального нерва. (а) –флуоресцентные
изображения нервных терминалей до и после стимуляции в контроле и в присутствии динасора. (б) – графическое
представление повышения средней интенсивности флуоресценции нервных терминалей после проведения протокола
загрузки (в % от величины интенсивности до загрузки, принятой за 100%) в контроле и в присутствии динасора; здесь
и на рис. 3 * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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Рис. 3. Величина H�эффекта (мВ) в контроле и через
20 мин после действия динасора в концентрации 40 и
80 мкмоль/л (M ± m).
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