
БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2019, том 36, № 6, с. 389–399

389

УЧАСТИЕ ЭНДОКАННАБИНОИДНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 
В РЕГУЛЯЦИИ СПОНТАННОЙ СИНАПТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 

МОТОРНЫХ СИНАПСОВ МЫШИ
© 2019 г.   А. Е. Гайдуковa, *, И. З. Джалагонияb, Е. О. Тарасоваa, О. П. Балезинаa

aМосковский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
биологический факультет, Ленинские горы, 1, стр. 12 Москва, 119234, Россия  

bИнститут высшей нервной деятельности и нейрофизиологии РАН, 
ул. Бутлерова, 5A, Москва, 117485, Россия  

*e-mail: gaydukov@gmail.com
Поступила в редакцию 11.04.2019 г.

После доработки 13.06.2019 г.
Принята к публикации 13.06.2019 г.

В моторных синапсах диафрагмы мыши с помощью внутриклеточного микроэлектродного отведе-
нии миниатюрных потенциалов концевой пластинки (МПКП) исследованы механизмы изменений
спонтанной секреции ацетилхолина (АХ) при воздействии на нервно-мышечный препарат экзоген-
ных агонистов и антагонистов эндоканнабиноидных рецепторов. На фоне действия антагони-
ста/обратного агониста рецепторов CВ1-типа АМ-251 (1 мкМ) на протяжении 60 мин не обнаруже-
но статистически значимых изменений мембранного потенциала мышечных волокон, а также ча-
стоты и амплитудно-временных параметров МПКП. Активация CB-рецепторов экзогенным
агонистом WIN 55,212-2 (WIN) (20 мкМ) в течение 1 ч не вызывала статистически значимых изме-
нений амплитуды МПКП. Однако под действием WIN в течение 30–60 мин частота МПКП увели-
чивалась более чем на 50% по сравнению с контролем. Блокирование рецепторов СВ1 с помощью
АМ-251 (1 мкМ) предотвращало WIN-индуцированный прирост частоты МПКП. Ингибитор про-
теинкиназы А H-89 (1 мкМ) не предотвращал потенцирование секреции АХ при активации CB-ре-
цепторов WIN. На фоне действия ингибитора фосфолипазы С U73122 (5 мкМ), который не влиял
на амплитудно-временные характеристики и частоту МПКП сам по себе, WIN утрачивал способ-
ность увеличивать частоту МПКП. Блокатор протеинкиназы С хелеритрин (4 мкМ) или рианодин
в концентрации 5 мкМ, блокирующей рианодиновые рецепторы (РиР), также предотвращали
WIN-индуцируемый прирост частоты МПКП. Таким образом, впервые в моторных синапсах мы-
ши обнаружен запускаемый активацией пресинаптических CB1-рецепторов сигнальный каскад с
участием фосфолипазы С, протеинкиназы С и депонированного Ca2+, приводящий к увеличению
частоты спонтанной квантовой секреции АХ. Это позволяет предполагать наличие СВ1-рецепторов
на пресинаптической мембране моторных нервных терминалей мыши и возможность активации
этих рецепторов эндоканнабиноидами для потенцирования спонтанной секреции АХ.
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ВВЕДЕНИЕ

Эндоканнабиноиды – продукты внутрикле-
точного расщепления мембранных липидов кле-
ток с помощью специальных ферментов. Воз-
можность образования двух наиболее известных
эндоканнабиноидов – анандамида и 2-арахидо-
нилглицерола – описана у многих типов нейро-
нов ЦНС, глиальных и других клеток, включая
мышечные [1–4]. Эти ретроградно действующие
сигнальные молекулы влияют преимущественно
на эндоканнабиноидные рецепторы, представля-
ющие собой мембранные G-белок-сцепленные

метаботропные рецепторы двух типов – CB1 и
CB2 [5–7]. В настоящее время достаточно по-
дробно описаны условия активации эндоканна-
биноидной системы и последствия ретроградного
рецепторного действия эндоканнабиноидов в си-
напсах ЦНС в покое и при их активности [2, 8–11].
В скелетной мускулатуре экспрессируются не
только эндоканнабиноидные рецепторы СВ1 и
СВ2, но и ферменты, ответственные за синтез и
деградацию эндоканнабиноидов [1, 3, 4, 12]. По-
этому мышцы причисляют к периферическим
органам, содержащим эндоканнабиноидную си-
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стему с присущей ей паракринной регуляторной
активностью, осуществляемой с участием СВ-ре-
цепторов как самих мышечных волокон [13, 14],
так, возможно, и моторных синапсов [15]. Однако
данные о способности эндоканнабиноидной си-
стемы влиять на параметры нервно-мышечной
передачи в периферических моторных синапсах
остаются весьма скудными и противоречивыми
[15, 16]. В связи с этим целью данной работы был
анализ последствий острого воздействия экзоген-
ных агонистов и антагонистов эндоканнабиноид-
ных рецепторов на параметры спонтанной синап-
тической активности моторных синапсов мыши.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. Эксперименты проводи-

ли на изолированных нервно-мышечных препа-
ратах диафрагмальной мышцы (m. diaphragma –
n. phrenicus) взрослых (7–8 недель, вес 25–30 г)
самцов мышей линии BALB/c, полученных из ла-
боратории экспериментальных животных Биоло-
гического факультета МГУ. Содержание живот-
ных и экспериментальные процедуры осуществ-
лялось в соответствии с директивой 86/609/EEC
по обращению человека с лабораторными живот-
ными, корм и вода предоставлялись ad libitum.
Экспериментальный протокол был одобрен ко-
миссией по биоэтике Биологического факультета
МГУ. Мышей умерщвляли посредством быстрого
обезглавливания.

Электрофизиология. Изолированный нервно-
мышечный препарат левой половины диафрагмы
помещали в экспериментальную камеру объемом
3 мл. Проводили непрерывную перфузию камеры
с препаратом оксигенированным (95% O2, 5% CO2)
раствором Лайли (pH 7.2–7.4), содержащим (мМ):
135 NaCl, 4 KCl, 0.9 NaH2PO4, 2 CaCl2, 1 MgCl2,
16.3 NaHCO3, 11 глюкоза. Скорость перфузии со-
ставляла 0.3–0.5 мл/мин. Сигналы регистрирова-
ли при фиксированной температуре 26 ± 0.1°С,
обеспечиваемой встроенными в систему перфу-
зии PPS (Scientifica, Великобритания) контролле-
ром и нагревателем, датчик обратной связи поме-
щали в экспериментальную камеру непосред-
ственно рядом с нервно-мышечным препаратом.
Внутриклеточную регистрацию спонтанных
МПКП осуществляли с помощью стеклянных
микроэлектродов, заполненных 2.5 М КCl (со-
противление кончика микроэлектрода составля-
ло 15–25 МОм). Сигналы регистрировали, ис-
пользуя усилитель Axoclamp-900А (Molecular
Devices, США) в режиме I-Сlamp с использова-
нием встроенного фильтра (3 кГц) и записывали
их с помощью 16-разрядного аналого-цифрового
преобразователя Digidata-1440A (Molecular De-
vices, США) с интерфейсом Сlampex 10 (пакет
pCLAMP 10) на жесткий диск компьютера для
последующего анализа в программе MiniAnalysis

(Synaptosoft, США). В ходе экспериментов регу-
лярно проводили балансировку моста (для ком-
пенсации электродного потенциала) и нейтрали-
зацию емкости микроэлектродов. Критериями
удачного введения микроэлектрода в зону конце-
вой пластинки под визуальным контролем (объ-
ектив PLN10X/0.25 (Olympus, Япония)) служил
стабильный мембранный потенциал (МП) и зна-
чение времени нарастания МПКП на участке 10–
90% амплитуды < 1 мс. При снижении МП от ис-
ходного более чем на 5 мВ в ходе регистрации –
она прекращалась, и сигналы от данного синапса
не включались в выборку для дальнейшего анали-
за. В каждом синапсе МПКП регистрировали в
течение 180 с. В контроле регистрировали МПКП
от 5 и более разных синапсов, после чего автома-
тическую перфузионную систему переключали
на подачу раствора, содержащего исследуемые
вещества, и далее регистрировали спонтанную
активность разных синапсов на протяжении 1–2 ч.
В каждой серии экспериментов использовали не
менее трех нервно-мышечных препаратов.

Анализ данных и статистика. Оценивали МП
мышечных волокон, временнóй ход МПКП (вре-
мя нарастания и время полуспада), их амплитуду
и частоту. Для нивелирования изменения движу-
щей силы сдвига потенциала при изменениях МП
стандартизировали значение амплитуд МПКП к
МП –80 мВ [17]. Статистический анализ прово-
дили с использованием программы GraphPad
Prism 6.0. Нормальность распределения значений
параметров МПКП оценивали с помощью крите-
рия Д’Агостино-Пирсона. Статистическую зна-
чимость различий между выборками оценивали
при помощи t-критерия Стьюдента или однофак-
торного дисперсионного анализа с апостериор-
ным тестом Холм–Сидака (в случае нормального
распределения), в случае распределения, отлич-
ного от нормального в одной из выборок, исполь-
зовали критерий Манна–Уитни или Краскелла–
Уоллеса с апостериорным тестом Данна. Уро-
вень статистической значимости отличий между
выборками составлял 0.05 (n – количество иссле-
дованных синапсов).

Материалы. В экспериментах использовали:
антагонист/обратный агонист рецепторов CB1 –
AM-251; агонист СВ-рецепторов – WIN 55,212-2;
ингибитор протеинкиназы А – H-89; ингибитор
фосфолипазы С – U73122; ингибитор протеинки-
назы С – хелеритрин; блокатор рианодиновых
рецепторов – рианодин (все – Tocris Bioscience,
Великобритания). Для приготовления стоковых
растворов АМ-251, WIN 55,212-2 и U73122 в каче-
стве растворителя использовали диметилсуль-
фоксид (Хеликон, Россия), растворителем для
стоковых растворов остальных веществ служила
деионизированная H2O. Финальные концентра-
ции растворителей в экспериментальных рабочих
растворах не превышали 0.01% (v/v) и не оказыва-
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ли самостоятельного действия на параметры
спонтанной активности в моторных синапсах
мыши.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В первой серии мы исследовали изменения па-
раметров МПКП под действием антагониста/об-
ратного агониста СВ1-рецепторов – АМ-251.
На протяжении 1 ч перфузии нервно-мышечного
препарата раствором, содержащим АМ-251 (1 мкМ),
среднее значение МП мышечных волокон соста-
вило –75.4 ± 1.4 мВ (n = 28), что не отличалось
статистически значимо от значений в контроле –
–72.5 ± 1.4 мВ (n = 27, p > 0.05). Амплитуда, вре-
меннóй ход и частота МПКП на фоне блокирова-
ния СВ1-рецепторов также не изменялись по
сравнению с контролем (рис. 1). Таким образом,
блокирование СВ1-рецепторов в нервно-мышеч-
ных синапсах мыши в покое, когда наличествует
только спонтанная синаптическая секреция АХ,
не вызывает изменений параметров этой секре-
ции (рис. 1). Это позволяет предполагать, что в
отсутствие вызванного выброса АХ и/или мы-
шечного сокращения в моторных синапсах не
происходит тонической активации СВ1-рецепто-
ров эндоканнабиноидами, что согласуется с дан-
ными, полученными на моторных синапсах
лягушки [18], либо тоническая активация проис-
ходит, но не отражается на характеристиках спон-
танной секреции в моторных синапсах мыши.

Далее изучали влияние неcелективного агони-
ста CB-рецепторов обоих типов – WIN 55,212-2
(WIN) – на спонтанную активность диафраг-
мальных синапсов. Мы использовали WIN в кон-
центрации 20 мкМ, которая обеспечивает прак-
тически максимальную активацию G-белков,
связанных с СВ-рецепторами [19], и находится в
пределах диапазона концентраций (10–25 мкМ),

используемых при изучении эндоканнабиноид-
ной модуляции синаптической активности как в
синапсах ЦНС [20], так и в нервно-мышечных
синапсах [15, 18, 21]. Значение МП мышечных во-
локон на фоне действия WIN в течение 1 ч не
изменилось по сравнению с контролем (–70.4 ±
± 1.4 мВ (n = 38)) и составило –73.2 ± 1.6 мВ
(n = 38, p > 0.05). Мы обнаружили, что cредняя
амплитуда МПКП незначительно возрастает от
1.44 ± 0.08 мВ в контроле до 1.62 ± 0.11 мВ на фоне
действия WIN (p > 0.05). Время нарастания и вре-
мя полуспада МПКП не изменились при стиму-
ляции СB-рецепторов (рис. 2а). Единственным
параметром МПКП, значительно изменившимся
при действии агониста эндоканнабиноидных ре-
цепторов, оказалась частота МПКП. Ее значение
увеличилось от 0.98 ± 0.07 Гц в контроле до 1.53 ±
± 0.13 Гц на фоне WIN (p < 0.05), т.е. более чем на
50% по сравнению с контролем (рис. 2а, 2б). Ана-
лиз развития прироста частоты МПКП показал
некоторое, хотя и статистически незначимое,
увеличение спонтанной секреции уже в первые
30 мин присутствия 20 мкМ WIN в растворе, пер-
фузирующем нервно-мышечные препараты.
В период с 30-й по 60-ю мин возрастание частоты
МПКП становится статистически значимым по
отношению к контролю (рис. 2а).

Как известно, изменение частоты спонтанной
секреции квантов АХ есть результат пресинапти-
ческой активности нервных терминалей. Поэто-
му увеличение частоты МПКП на фоне действия
агониста CB-рецепторов позволяет предполагать
активацию под его влиянием пресинаптических
эндоканнабиноидных рецепторов и процессов,
регулирующих режим спонтанной секреции
квантов АХ. Для подтверждения рецепторного
пресинаптического действия WIN в следующей
серии экспериментов оценивали потенцирую-

Рис. 1. Частота и амплитудно-временные характеристики МПКП в контроле (n = 28) и при блокировании СB1-рецеп-
торов 1 мкМ AM-251 (n = 27).
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Рис. 2. Возрастание частоты спонтанной секреции АХ при активации СB-рецепторов WIN (20 мкМ): а – частота и ам-
плитудно-временные характеристики МПКП в контроле (n = 38) и при действии WIN (n = 38). На врезке – развитие
во времени возрастания частоты МПКП при действии WIN в течение 0–30 мин (n = 18) и 30–60 мин (n = 20). Средние
значения частоты МПКП нормализованы к контролю (принят за 100%). б – Репрезентативные МПКП в контроле и
на фоне действия WIN. ★ – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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щие эффекты WIN на частоту МПКП на фоне ан-
тагониста СВ1-рецепторов АМ-251 (1 мкМ).

Мы установили, что АМ-251, не влияя на МП
мышечных волокон, временнóй ход и амплитуду
МПКП, эффективно предотвращал прирост ча-
стоты спонтанной квантовой секреции АХ си-
напсов, вызываемый WIN (рис. 3). Средняя ча-
стота МПКП составила 1.06 ± 0.10 Гц в контроле
(n = 26) и 1.15 ± 0.11 Гц на фоне действия WIN в
присутствии АМ-251 (n = 23, p > 0.05). Отсутствие
статистически значимого повышения частоты
МПКП при действии WIN на фоне заблокиро-
ванных АМ-251 СB1-рецепторов является аргу-
ментом в пользу того, что моторные синапсы мы-
ши содержат пресинаптические эндоканнабино-
идные рецепторы CВ1. Хотя не исключена
возможность присутствия CB2-рецепторов в мо-
торных синапсах мыши и их активации WIN, од-
нако их активность, вероятнее всего, не направ-
лена на регуляцию частоты спонтанного выброса

АХ и затрагивает другие параметры синаптиче-
ской передачи [15]. Совокупность полученных
данных позволяет предположить, что именно
CB1-рецепторы при их стимуляции опосредуют
возрастание частоты спонтанной секреции АХ.
В таком случае важно выяснить, какой сигналь-
ный каскад, запускаемый активацией СB1-ре-
цепторов, может участвовать в увеличении часто-
ты МПКП.

Описана активация аденилатциклазы и проте-
инкиназы А (PKА) при стимуляции CВ1-рецеп-
торов в определенных синапсах ЦНС [22, 23]. Для
выяснения возможной роли PKA при активации
эндоканнабиноидных рецепторов в моторных си-
напсах мыши в следующей серии экспериментов
использовали ингибитор РКА – Н-89 (1 мкМ).
Сам H-89 в течение 1 ч не вызвал статистически
значимых изменений МП, амплитудно-времен-
ных характеристик МПКП и их частоты по срав-
нению с контролем (рис. 4а). При этом такое
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Рис. 3. Частота и амплитудно-временные характеристики МПКП в контроле (n = 26) и при действии WIN (20 мкМ) в
присутствии 1 мкМ AM-251 (n = 23).
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ингибирование PKA не предотвращало потенци-
рование частоты спонтанной секреции АХ, вызы-
ваемое WIN. Значение средней частоты МПКП,
составившее 0.92 ± 0.09 Гц в контроле (n = 24) и
0.88 ± 0.08 Гц при действии Н-89 (n = 17), суще-
ственно возросло при добавлении 20 мкМ WIN на
фоне H-89 до 1.52 ± 0.15 Гц (n = 19, p < 0.05) (рис. 4а).
Такое увеличение частоты МПКП практически
не отличалось от прироста в серии эксперимен-
тов с воздействием на моторные синапсы одного
WIN (рис. 2).

Следующим шагом стало исследование воз-
можного участия фосфоинозитольного каскада
реакций в потенцировании спонтанной секреции
под действием WIN. Описана также принципи-
альная возможность активации этого сигнально-
го пути при действии WIN на СВ1-рецепторы
[24–26]. Мы использовали выключение этого
каскада в самом начале, ингибируя фосфолипазу
С (PLC) с помощью U73122 (5 мкМ). Действие
U73122 на нервно-мышечный препарат в течение
50 мин не вызвало значимых изменений МП, ам-
плитудно-временных характеристик МПКП и их
частоты по сравнению с контролем (рис. 4б), что
соответствовало полученным нами ранее данным
[27]. В отличие от блокирования активности
PKA, ингибирование PLC эффективно предот-
вращало потенцирование частоты спонтанной
секреции АХ, вызываемое WIN. Средняя частота
МПКП, составлявшая 0.80 ± 0.06 Гц в контроле
(n = 23), не увеличилась под действием WIN в
присутствии U73122 в течение 1 ч – ее значение
при этом составило 0.80 ± 0.07 Гц (n = 21, p > 0.05)
(рис. 4б). Результаты данной серии эксперимен-
тов свидетельствуют о том, что в моторных си-
напсах мыши именно фосфоинозитольный
каскад, запускаемый при активации пресинапти-

ческих СВ1-рецепторов, опосредует потенциро-
вание спонтанной секреции АХ.

Встал вопрос – какая часть фосфоинозитоль-
ного каскада опосредует прирост частоты МПКП?
Это мог быть как инозитолтрифосфат (IP3), кото-
рый, действуя на свои рецепторы в мембране эн-
доплазматического ретикулума, вызывает выброс
депонированного Ca2+ и может увеличивать та-
ким образом внутритерминальную концентра-
цию Ca2+. Это могла быть и протеинкиназа С
(PKC), целый спектр изоформ которой обнару-
жен в моторных синапсах млекопитающих [28,
29]. Эти изоформы активируются ионами каль-
ция и/или диацилглицерином, и способны ока-
зывать разнообразные модулирующие воздей-
ствия на синаптическую передачу, действуя на
различные мишени в синапсах, в число которых
входят белки машинерии экзоцитоза [30–32] и
ионные каналы [33–35]. Для проверки вовлече-
ния PKC в процесс усиления спонтанной секре-
ции мы исследовали, способен ли WIN проявить
свое потенцирующее действие на частоту МПКП
в условиях, когда активность пресинаптической
PKC предварительно заблокирована хелеритри-
ном. Хелеретрин ингибирует многие изоформы
PKC на уровне субстрат-связывающего сайта ка-
талитической субъединицы и широко использу-
ется в физиологических экспериментах, считаясь
“классическим” блокатором PKC [36].

Cам хелеритрин (4 мкМ) не вызывал измене-
ний значений МП, частоты, амплитуды и времен-
нóго хода МПКП по сравнению с контролем
(рис. 5а). Как и при ингибировании PLC, предва-
рительное блокирование PKC в значительной
степени предотвращало прирост частоты МПКП
под действием WIN. В контроле и под действием
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только хелеритрина частота МПКП составляла
0.82 ± 0.11 Гц (n = 17) и 0.88 ± 0.09 Гц (n = 15,
p > 0.05) соответственно. Под действием WIN на
фоне хелеритрина среднее значение частоты
МПКП возросло до 0.96 ± 0.07 Гц (n = 15), однако
этот прирост не был статистически значимым
(p > 0.05) (рис. 5а). Таким образом, мы установи-
ли, что активность пресинаптической PKC необ-
ходима для усиления спонтанной секреции при
активации CВ1-рецепторов.

Фосфоинозитольный сигнальный каскад, за-
пускаемый при активации PLC, предполагает
увеличение внутритерминальной концентрации
IP3 и активацию IP3-рецепторов пресинаптиче-
ских Ca2+-депо, что приводит к выбросу депони-
рованного Ca2+ в терминалях. Нельзя исключать
и параллельную активацию рианодиновых ре-
цепторов (РиР) ионами кальция, выбрасываемы-
ми из депо через IP3-рецепторы. Такое сочетан-
ное влияние на секрецию АХ со стороны IP3- и

рианодин-чувствительных Ca2+-депо может про-
исходить в моторных синапсах [21, 37]. В связи с
этим мы исследовали, участвуют ли РиР в выбро-
се депонированного Ca2+ и сигнальном каскаде,
приводящем к усилению спонтанной секреции
под действием WIN в моторных нервных терми-
налях мыши. Предварительная блокада РиР риа-
нодином (5 мкМ) сама по себе не изменяла значе-
ние МП мышечных волокон и параметров
МПКП. Среднее значение частоты МПКП со-
ставило 0.87 ± 0.06 Гц (n = 22) в контроле и
0.75 ± 0.09 Гц при действии рианодина (n = 15,
p > 0.05) (рис. 5б). При этом блокирование РиР
полностью предотвращало возрастание частоты
спонтанной секреции под действием WIN: в этих
условиях среднее значение частоты МПКП со-
ставило 0.87 ± 0.08 Гц (n = 21, p > 0.05) (рис. 5б).
Из полученных данных следует, что выброс
ионов кальция из Ca2+-депо необходим для реа-
лизации эффекта активации эндоканнабиноид-

Рис. 4. Увеличение частоты МПКП при стимуляции СB-рецепторов WIN (20 мкМ) не зависит от активности PKA в
моторных синапсах, но связано с активацией PLC: а – Частота и амплитудно-временные характеристики МПКП в
контроле (n = 24), под действием ингибитора PKA H-89 (1 мкМ) (n = 17) и при действии WIN в присутствии H-89 (n = 19).
б – Частота и амплитудно-временные характеристики МПКП в контроле (n = 23), под действием ингибитора PLC
U73122 (5 мкМ) (n = 15) и при действии WIN в присутствии U73122 (n = 21). ★ – p <0.05 по сравнению с контролем.
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ных рецепторов в моторных синапсах мыши, за-
ключающемся в PLC/PKC/РиР/Ca2+-зависимом
облегчении спонтанной секреции АХ.

ОБСУЖДЕНИЕ

Эксперименты с использованием антагони-
ста/обратного агониста СВ1-рецепторов выявили
отсутствие в покое изменений параметров спон-
танной квантовой секреции АХ, которые могли
бы иметь место в случае тонического воздействия
со стороны ретроградно действующих эндокан-
набиноидов на СB1-рецепторы. Такие результа-
ты позволяют говорить о том, что для проявления
активности эндоканнабиноидов требуется, види-
мо, сократительная и/или электрическая актив-
ность мышечных волокон и самих синапсов как

обязательных условий для функционирования
эндоканнабиноидной системы, обеспечивающих
ретроградную сигнализацию. Подобные условия
описаны в синапсах ЦНС, где образование эндо-
каннабиноидов требует интенсивной синаптиче-
ской активности [2, 5, 8, 9]. Вместе с тем, в пользу
присутствия регуляторных воздействий эндокан-
набиноидов в моторных синапсах мыши свиде-
тельствует обнаруженный нами факт изменений
частоты МПКП под действием WIN – экзогенно-
го агониста СВ-рецепторов.

Нами впервые показано, что под действием
экзогенного агониста СВ-рецепторов они вклю-
чаются в регуляцию квантовой секреции АХ,
причем в направлении потенцирования переда-
чи, что выражается в увеличении частоты спон-
танных МПКП. Облегчающее действие стимуля-

Рис. 5. Увеличение частоты МПКП при стимуляции СB-рецепторов WIN (20 мкМ) опосредуется PKC и РиР: а – ча-
стота и амплитудно-временные характеристики МПКП в контроле (n = 17), под действием ингибитора PKС хелери-
трина (4 мкМ) (n = 15) и при действии WIN в присутствии хелеритрина (n = 15). б – Частота и амплитудно-временные
характеристики МПКП в контроле (n = 22), под действием рианодина в блокирующей РиР концентрации 5 мкМ (n = 15)
и при действии WIN в присутствии рианодина (n = 21).
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ции эндоканнабиноидных рецепторов на спон-
танную секрецию АХ в исследованных нами
моторных синапсах мыши выглядит достаточно
неожиданным, учитывая, что и в центральных, и
в моторных синапсах холоднокровных активация
эндоканнабиноидной системы приводит к тор-
можению синаптической передачи, в частности,
спонтанной активности синапсов [18, 38, 39].
Вместе с тем, в самой первой работе, выполнен-
ной на моторных синапсах крысы, также обнару-
жено возрастание частоты МПКП (наряду с уве-
личением их амплитуды) под действием фито-
каннабиноида Δ-9-тетрагидроканнабинола [16].
При этом в работе, посвященной изучению регу-
ляции секреции АХ при стимуляции CB-рецепто-
ров в диафрагмальных синапсах мыши, описано
увеличение амплитуды МПКП и размеров синап-
тических везикул при отсутствии сдвигов частоты
МПКП. Однако проявление таких эффектов тре-
бовало более длительного воздействия WIN: из-
менения квантовой секреции АХ регистрирова-
лись спустя 2 ч тонической стимуляции СB-ре-
цепторов [15]. Различия между приведенными
данными и полученными нами результатами мо-
гут быть следствием различий в условиях экспе-
риментов, в частности, временных режимов ап-
пликации агонистов и антагонистов для анализа
последствий воздействия на эндоканнабиноид-
ные рецепторы, в результате чего не исключена
возможность вовлечения дополнительных рецеп-
торов и/или факторов, которые могут усложнять

разнообразные эффекты работы эндоканнабино-
идной системы в синапсах [5, 26, 40].

В нашей работе впервые удалось установить,
что краткосрочная пресинаптическая активность
WIN, сопровождающаяся приростом частоты
МПКП, связана с активацией пресинаптических
СВ1-рецепторов, так как предотвращается селек-
тивным обратным агонистом этих рецепторов.
Считается, что одним из основных путей реализа-
ции синаптических эффектов ретроградно дей-
ствующих эндоканнабиноидов служит торможе-
ние аденилатциклазы за счет Gi-белка [2, 5, 41].
Однако полученные нами результаты свидетель-
ствуют в пользу того, что СB1-опосредованная
сигнализация в моторных синапсах мыши отли-
чается от сигнализации в большинстве синапсов
ЦНС и задействует иные каскады реакций и вто-
ричные посредники. Полученные нами данные
позволяют предполагать следующую последова-
тельность этапов внутриклеточной сигнализа-
ции, запускаемую активацией CB1-рецепторов и
приводящую в конечном итоге к увеличению ча-
стоты МПКП в моторных синапсах (рис. 6).

Мы показали, что индуцированный активаци-
ей CB1-рецепторов прирост частоты МПКП обу-
словлен запуском сигнального каскада с участием
PLC, но не PKA. Впервые установлено, что участ-
никами такого сигнального каскада также явля-
ются PKC, РиР и выброс депонированного Ca2+,
совокупное действие которых обеспечивает стой-
кое увеличение частоты спонтанной секреции АХ
в моторных нервных терминалях. Возможность

Рис. 6. Схема внутриклеточной сигнализации, запускаемой в нервных терминалях моторных синапсов мыши актива-
цией пресинаптических эндоканнабиноидных рецепторов СВ1-типа, и приводящей к увеличению спонтанной кван-
товой секреции ацетилхолина (АХ). СВ1-опосредованный сигнальный каскад реализуется за счет активации фосфо-
липазы С (PLC) с последующим участием протеинкиназы С (PKC) и рианодиновых рецепторов.
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модулировать частоту и другие параметры миниа-
тюрных постсинаптических потенциалов за счет
активации пресинаптической PLC, выброса де-
понированного Ca2+, а также PKC описана и при
других рецепторных воздействиях, в частности, в
синапсах ЦНС при активации пресинаптических
метаботропных рецепторов [42, 43]. Что касается
моторных синапсов, то возможное участие PLC в
пресинаптической регуляции Ca2+-зависимой
спонтанной секреции АХ также наблюдали при
определенных воздействиях [44].

Считается, что возрастание частоты спонтан-
ной секреции отражает увеличение вероятности
выброса одиночных квантов медиатора [45, 46].
Увеличение этого параметра квантовой секреции
АХ может также приводить к облегчению и вы-
званной секреции АХ. Однако вопрос – как сти-
муляция пресинаптических CB-рецепторов отра-
зится на характере мультиквантового вызванного
выброса АХ – остается пока открытым. Вместе с
тем, обнаруженный нами феномен – учащение
спонтанной секреции АХ в моторных синапсах
млекопитающих при стимуляции эндоканнаби-
ноидных рецепторов – имеет, на наш взгляд, соб-
ственную научную значимость, учитывая резуль-
таты последних лет, убедительно показавшие, что
спонтанная секреция одиночных квантов медиа-
тора – это особый режим работы синапса, кото-
рому может быть присуща самостоятельная,
отличная от вызванной активности функцио-
нальная роль, паттерн активации и способы регу-
ляции, зачастую не совпадающие с модулирова-
нием вызванной секреции АХ [43, 46–48].
Не исключено, что впервые обнаруженный нами
контроль именно частоты спонтанной секреции
со стороны эндоканнабиноидной системы связан
с проявлением специфической регуляторной ак-
тивности эндоканнабиноидов в отношении мо-
торных синапсов. Избирательный тонический
контроль спонтанной активности (частоты ми-
ниатюрных возбуждающих постсинаптических
потенциалов) с участием эндоканнабиноидов
описан недавно и в созревающих синапсах
ЦНС [49].

Нельзя исключить, что в других условиях, в
частности, при интенсивной активности мотор-
ных синапсов в сочетании с сокращениями мышцы,
а также в сочетании с активностью других регуля-
торных контуров, возможны иные проявления
модулирующих воздействий на синаптическую
передачу со стороны эндоканнабиноидов и их
пресинаптических рецепторов.

В заключение отметим, что в настоящее время
установлена роль мышечных СВ-рецепторов в
регуляции электромеханического сопряжения,
транспорта глюкозы, энергозатрат и других про-
цессов, сопровождающих мышечную активность
[13]. Что касается СВ-рецепторов перифериче-

ских синапсов, то и наши, и опубликованные
данные [15] свидетельствуют об их присутствии
на моторных нервных терминалях и способности
регулировать параметры квантовой секреции АХ.
Можно предполагать, что роль таких рецепторов
в случае их активации эндоканнабиноидами за-
ключается в коррекции или поддержании синап-
тической передачи на уровне, необходимом для
адекватного запуска и работы мышцы в ответ на
интенсивные нагрузки. Однако эти представле-
ния нуждаются в дальнейшем эксперименталь-
ном подтверждении.

Работа поддержана грантом РФФИ 19-04-
00616а.
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Participation of Endocannabinoid Receptors in the Regulation of Spontaneous Synaptic 
Activity at Neuromuscular Junctions of Mice

А. Е. Gaydukov1, *, I. Z. Dzhalagoniya2, E. O. Tarasova1, О. P. Balezina1

1Biology Department, Moscow Lomonosov State University, Leninskie Gory, 1, build. 12, Moscow, 119234, Russia
2Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences,

Butlerova Str., build. 5A, Moscow, 117485, Russia
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Using intracellular microelectrode recordings of miniature endplate potentials (MEPPs) in motor synapses
of mouse diaphragm preparations, the mechanisms underlying changes in spontaneous release of acetylcho-
line (ACh) induced by exogenous agonists and antagonists of endocannabinoid receptors were investigated.
Antagonist/inverse agonist of CB1 receptors AM-251 (1 μM) during 60-min application failed to produce
any statistically significant changes either in the membrane potential of muscle fibers or in the MEPP fre-
quency, amplitude, and time parameters. Activation of CB-receptors by their exogenous agonist WIN
55,212-2 (WIN) (20 μM) for 1 h did not cause statistically significant changes in the amplitude of MEPPs.
However, upon application of WIN for 30–60 min, the MEPP frequency increased by more than 50% as
compared to control. Blocking of CB1 receptors with AM-251 (1 μM) prevented the WIN-induced increase
in the frequency of MEPPs. Protein kinase A inhibitor H-89 (1 μM) was unable to prevent an enhancement
in the ACh secretion upon activation of CB receptors by WIN. In the presence of phospholipase C inhibitor
U73122 (5 μM), which by itself did not affect the amplitude and temporal characteristics or the MEPP fre-
quency, WIN lost the ability to increase the MEPP frequency. Protein kinase C blocker chelerythrin (4 μM)
or ryanodine at a concentration of 5 μM, which blocks the ryanodine receptors (RyRs), also prevented the
WIN-induced increase in the frequency of MEPPs. Thus, a signaling cascade triggered by stimulation of pre-
synaptic CB1 receptors with subsequent activation of phospholipase C, protein kinase C, and the release of
stored calcium, leading to an increase in the frequency of spontaneous quantal release of ACh, has been detected
for the first time in mouse motor synapses. This suggests the presence of CB1 receptors on the presynaptic
membrane in mouse motor nerve terminals and the possibility of activation of these receptors by endocanna-
binoids and consequent enhancement of the spontaneous secretion of ACh.

Keywords: neuromuscular synapse, MEPP frequency, endocannabinoid receptors, phospholipase C, protein
kinase C, ryanodine receptors
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