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Исследование методом ЭПР-спектроскопии изменений содержания оксида азота 
при долговременной сенситизации у виноградной улитки
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Исследовалось влияние антител к Ca2+-связывающему белку S100 на формирование у виноградной улитки 
долговременной сенситизации – нейробиологической модели тревожно-депрессивного состояния. Методом 
ЭПР спектроскопии показано, что содержание NO в нервной системе улитки после долговременной сенсити-
зации снижается. Найдено, что введение антител к Ca2+-связывающему белку S100 не влияет на содержание 
NO. В то же время процедура выработки долговременной сенситизации у животных, получивших инъекцию 
антител к белку S100, вызывает не такое радикальное снижение продукции NO как у контрольных животных.

Введение

Ионы кальция (Ca2+) участвуют в регуляции разнообразных 
нейрональных процессов, что обусловлено их специфи-
ческими физико-химическими характеристиками, благо-
даря которым они являются наиболее универсальными 
внутриклеточными посредниками [1–3]. Ионы кальция, 
поступающие внутрь клетки во время ее возбуждения, с 
одной стороны, приводят к изменению свойств ионных 
каналов мембраны. C другой стороны, они служат сигна-
лами для активации различных биохимических реакций 
[4, 5], участвующих в таких процессах, как инициация 
освобождения медиаторов или активация систем вну-
триклеточной сигнализации, что играет важную роль в 
процессах кратковременной и долговременной памяти 
[6–8]. Таким образом, ионы Ca2+, осуществляя связь между 
электрическими явлениями, происходящими в поверх-
ностной мембране клетки, и реакциями, протекающими 
внутри нейрона, принимают непосредственное участие 
в интегративной деятельности нервной клетки [1, 5, 9]. 
Это обусловливает участие ионов Ca2+ в механизмах 
обучения [7, 8, 10]. Так, ранее нами было найдено, что 
повышение внутриклеточной концентрации ионов Ca2+ в 
командных нейронах за счет инъекций кофеина ускоряет 
обучение [11].

Система оксида азота (NO) является одной из наи-
более изучаемых систем организма. NO является одним 
из наиболее важных посредников, который участвует в 
функционировании разнообразных систем организма. 
NO играет роль внутри- и межклеточного посредника, 
выполняет различные сигнальные функции, участвует 
также в нейромодуляции [12–15]. Эффекты NO связаны 
с его влиянием на ионные каналы, секрецию медиатора, 
обмен ионов кальция [13]. Имеются данные, что NO 
может служить внутриклеточным модулятором нейро-
нальной возбудимости [16]. Кроме того, известно, что 
NO необходим как для обучения [17–19], так и для 
стирания памяти [20]. 

Исходя из имеющихся данных литературы, мы в 
данной работе провели исследование роли ионов кальция 
и NO в формировании такой формы пластичности, как 
долговременная сенситизация оборонительного рефлекса 
у виноградной улитки. Эти исследования проводились 
совместно с коллегами из Казанского федерального уни-
верситета Т.Х. Богодвид, А.Х. Винарской, И.Б. Дерягиной, 
Л.Н. Мурановой, Д.И. Силантьевой.

Материалы и методы исследования

В экспериментах использовали взрослых особей вино-
градной улитки Helix lucorum одинакового веса и размера, 
находившихся до эксперимента не менее 2-х недель в 
активном состоянии. У них вырабатывали долговременную 
сенситизацию (ДС) оборонительного рефлекса согласно 
схеме, использованной нами ранее у виноградной улитки 
[21]. Животные получали электрический стимул – пря-
моугольные импульсы тока амплитудой 6–8  мА, дли-
тельностью 10 мс, частотой 50 Гц – в область головы 
4 раза в день в течение 4-х дней с интервалом в 1.5-2 ч. 
Длительность каждого стимула составляла 0.5 с. Животные 
контрольных групп проходили те же процедуры, что и 
опытные, но без предъявления электрической стимуля-
ции. Критерием выработки ДС служило значительное 
увеличение времени закрытого состояния пневмостома 
в ответ на предъявление тестирующего раздражения по 
сравнению с исходной реакцией [22, 23]. Тесты в обеих 
группах проводились ежедневно до начала предъявления 
серии электрических раздражений.

Изучали содержание NO в нервной системе (комплекс 
ганглиев) и сердце улитки. Трудность определения со-
держания свободного NO в тканях организма заключается 
в коротком времени его жизни, что проявляется в его 
низкой концентрации в тканях. В последнее время одним 
из наиболее эффективных методов обнаружения и количе-
ственного определения NO в биологических тканях стал 
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метод электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) [24] 
с использованием методики спиновых ловушек, которая 
позволяет детектировать NO в малых концентрациях 
[25]. Нами в качестве спиновой ловушки был применен 
комплекс Fe2+ c диэтилдитиокарбаматом – (ДЭТК)2-Fe2+. 
Комплекс спиновой ловушки с NO ((ДЭТК)2-Fe2+-NO) в 
таком состоянии сохраняется, и сигнал от комплекса не 
изменяется в течение не менее месяца [24, 25]. Подроб-
ности эксперимента и методики описаны ранее [26, 27]. 
Основные измерения проводились на спектрометре ЭПР 
ER 200E SRC фирмы “Bruker” Х-диапазона (9.50 ГГц). 
Амплитуда модуляции, усиление и мощность СВЧ были 
подобраны таким образом, чтобы избежать перемодуляции 
и насыщения сигнала ЭПР, и сохранялись одинаковыми 
на протяжении всех измерений.

При статистической обработке получали среднее 
значение измеряемой величины и стандартную ошибку 
среднего M ± SEM. С применением t-критерия Стьюдента 
и U-критерия Манна-Уитни [28] проверяли достоверность 
отличия средних значений уровней NO в разных тканях 
контрольных крыс и крыс после моделирования инсульта. 
Различия считали значимыми при р < 0.05.

Результаты исследования и их обсуждение

При предъявлении в течение 4-х дней электрических 
стимулов время закрытого состояния пневмостома улитки 
в ответ на тестирующий стимул значительно увеличи-
вается, т.е. происходит формирование ДС (рис.  1). Этот 
результат был получен нами ранее [22]. В то же время 
двигательные функции (тестируемые по скорости локомо-
ции) не изменяются. Этот результат также был получен 
нами ранее [23].

Для исследования роли ионов кальция в формировании 
ДС мы воспользовались Са2+-связывающим белком S100, 
который характеризуется присутствием Са2+-связывающих 
доменов, наличием таких фундаментальных свойств как 
ткане- (мозго-)специфичность, эволюционная стабильность 

и способность связывать ионы Са2+, взаимодействуя с 
ними [29, 30]. Имеющиеся результаты предполагают, что 
для нормального функционирования нейрона белок S100В 
должен удерживаться внутри клетки на физиологическом 
уровне экспрессии, в то время как повышение или по-
нижение его концентрации будут нарушать нормальную 
регуляцию клеточных функций и взаимодействие с вну-
триклеточными сигнальными системами [31]. Применение 
антител к S100 (AS100) является одним из методических 
подходов изучения свойств кальциевых систем [32, 33].

Во всех измеренных спектрах ЭПР регистрировали 
характерный триплетный сигнал от комплекса на основе 
спиновой ловушки (ДЭТК)2-Fe2+-NO [14, 26], интегральная 
интенсивность которого прямо пропорциональна содер-
жанию NO в образце. На рис. 2 показаны суммарные 
результаты по относительному содержанию NO в нервной 
системе улитки в контроле, после ДС, при внутригемо-
цельной инъекции AS100, а также при внутригемоцельной 
инъекции AS100 перед формированием ДС. Полученные 
результаты показывают, что формирование ДС у вино-
градной улитки сопровождается снижением продукции 
оксида азота (рис. 2). Дальнейший анализ содержания 
оксида азота у улиток, получивших инъекции антител к 
Са2+-связывающему белку S100, а также сенситизированных 
улиток, получивших и не получивших инъекции антител 
к Са2+-связывающему белку S100, показал, что инъекции 
АS100 вызывают незначительное увеличение содержания 
NO в тканях нервной системы улитки. В то же время 
процедура выработки ДС у животных, получивших инъ-
екцию AS100, вызывает не такое радикальное снижение 
продукции NO как у контрольных животных (рис. 2).

Модель ДС нами была выбрана потому, что субле-
тальная травма вызывает длительную сенситизацию 
защитных реакций у большинства изученных видов 
животных, предполагая вовлечение мощных эволюци-
онных селекционных давлений [34]. У человека эта 
стойкая ноцицептивная сенситизация часто сопрово-
ждается повышенными ощущениями боли и тревоги 
[35]. Стойкая повышенная сенситизация может являться 

Рис. 1. Динамика формирования долговременной сенситизации.
Квадраты – контроль, кружки – ДС.

Рис. 2. Содержание NO в ганглиях улитки: контроль – контрольные 
улитки, ДС – улитки после формирования ДС, AТ – улитки после 
инъекции антител, ДС + AТ – улитки, сенситизированные после 
инъекции антител.
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адаптивной формой к различного рода повреждениям, 
которая позволяет значительно быстрее реагировать на 
опасные сигналы [36, 37]. Таким образом, ДС является 
нейробиологической моделью состояния тревожности. 
а продукция NO, которая радикально снижается после 
выработки ДС, уменьшается не так сильно в случае 
предварительной инъекции АS100.
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