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Впервые при помощи электронной микроскопии изучено действие проназы на нервные ганглии моллюс-
ка, пиявки и лягушки. Выявлено, что действие проназы вызывает ретракцию и удаление глиальных обо-
лочек, денудацию нервных волокон и тел нейронов с одновременным сближением нейромембран этих
структур и приводит к образованию щелевых контактов (ЩК). Такое действие проназы на мембраны от-
носится к ряду необычных, непредвиденных функций, а наблюдаемый эффект был получен нами впер-
вые. Так как нами ранее при таких же условиях в ганглиях лягушки и пиявки была зарегистрирована ре-
верберация нервного импульса, мы полагаем, что полученные морфологические данные представляют со-
бой доказательство формирования электрических синапсов (ЭС) при действии проназы на нервные
ганглии.
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Общепризнанной функцией протеаз является про-
теолиз – ферментативный гидролиз амидных связей в
белках и пептидах, в связи с этим протеазы использу-
ются при выделении отдельных клеток для создания
культуры ткани (Сотников, Костенко, 1981). Долгое
время функции протеолитических ферментов свя-
зывали исключительно с их ролью в деструкции, в
катаболических процессах (Антонов, 1991). Однако
оказалось, что функции протеаз этим не ограничи-
ваются (Kerstein et al., 2017). Привлекают внимание и
регуляторные функции этих ферментов. Так, актив-
ный протеолиз в химическом синапсе признан клю-
чевым фактором в управлении динамическими из-
менениями формы и функции дендритных шипиков
(Magnowska et al., 2016). Металлопротеазы, увеличи-
вая внутриклеточную концентрацию Ca2+, способ-
ствуют активации ветвления (арборизации) нейри-
тов (Allen et al., 2016).

Хотя существует огромный выбор протеолитиков
для экспериментов в биологии и эти ферменты обла-
дают высокой специфичностью, мы считали целесо-
образным использовать проназу, т. к. она представляет
собой комплекс нескольких протеаз одновременно. В
качестве объектов для исследования действия прона-

зы были выбраны нервные ганглии моллюска, пияв-
ки и симпатический ганглий лягушки, морфологи-
ческие и электрофизиологические характеристики
которых хорошо известны.

В настоящее время щелевые контакты (ЩК) од-
нозначно признаны жизненно важным компонен-
том в схемах мозга млекопитающих. В обзорах по-
следних лет отмечается их важность и широкое рас-
пространение (Alcamí, Pereda, 2019; Ixmatlahua et al.,
2020; Thomas et al., 2020). Изучение целого ряда
свойств и морфологических особенностей ЩК в
мозге in vivo сдерживает ряд факторов, главным из
которых считается экспериментально сложная до-
ступность к нервным клеткам, и незначительное ко-
личество ЩК в объеме мозга. Работы в основном
проведены на мышах, нокаутных по коннексинам
(Cx36, Cx45, Cx26), и с применением их блокаторов
(Wang, Belousov, 2011; Xu et al., 2020; Wang, Wu, 2021;
Talukdar et al., 2022). Сложнее провести морфологи-
ческое изучение структур ЩК, крайне редких в моз-
ге. Считается, что ЩК и плотные контакты (ПК)
между нейромембранами позволяют только косвен-
но определять их функциональную роль (Киричен-
ко и др., 2008). Некоторые авторы описывают ча-
стично слившиеся мембраны нейронов и волокон
под названием ЩК, даже не подозревая, что такой
же функцией обладают межнейронные перфорации

Принятые сокращения: ЩК – щелевой контакт; ПК – плот-
ный контакт; ЭС – электрический синапс.
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(синцитии) (Fontes et al., 2015; Spray et al., 2019; Nak-
agawa, Hosoya, 2019). ЩК в нейромембранах не толь-
ко осуществляют метаболическую связь между ней-
ронами, они способствуют упорядочиванию высо-
кочастотной нервной импульсации, вместо одного
импульса могут формировать серию (Сергеева и др.,
2020; Сотников, 2021).

Целью работы было исследование на уль-
траструктурном уровне экспериментально получен-
ных с помощью проназы ЩК, которые по всем мор-
фологическим критериям соответствуют классиче-
ским, известным структурам ЭС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили ганглии мол-

люска (Lymnaea stagnalis) (n = 5), ганглии мозга ме-
дицинской пиявки (Hirudo medicinalis L.) (n = 6) и
симпатический ганглий травяной лягушки (Rana
temporaria) (n = 6). Использовали 0.4% раствор про-
назы (лиофилизированная проназа из Streptomyces
grisens, Serva, Германия) в который помещали ган-
глии на 60 мин.

Для электронно-микроскопического исследова-
ния нервные ганглии фиксировали в течение 1 ч в
охлажденном растворе 2.5%-ного глютарового аль-
дегида (Acros Organics, США) и 4%-ного парафор-
мальдегида, приготовленном на 0.1 М какодилатном
буфере (рН 7.2–7.4), затем в 1%-ном растворе охла-
жденной четырехокиси осмия (Sigma-Aldrich, Гер-
мания). После дегидратации в растворах этилового
спирта восходящей концентрации и абсолютном
ацетоне образцы заливали в смесь аралдитов (арал-
дит M, аралдит H, аралдит B, дибутилфталат) (Fluka,
Швейцария). Ультратонкие срезы изготавливали на
ультратоме LKB-5 (Швеция) и контрастировали ме-
тодом тройного контрастирования (цитрат свинца,
уранил ацетат, цитрат свинца) (Sigma-Aldrich, Гер-
мания). Просмотр и фотосъемку проводили в элек-
тронном микроскопе FEI Tecnai G2 Spirit BioTWIN
(Нидерланды) при напряжении 80 кВ, предостав-
ленном Центром коллективного пользования Ин-
ститута эволюционной физиологии и биохимии им.
И.М. Сеченова РАН. Количество качественных
снимков равнялось до 50 экземпляров в каждой се-
рии экспериментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Мы провели эксперименты на нервных ганглиях

моллюска, брюшном мозге медицинской пиявки и
симпатическом ганглии лягушки. При анализе кон-
трольного материала мы не обнаружили ЩК на на-
ших препаратах. Как известно, ЩК встречаются
крайне редко. После обработки материала проназой,
во всех видах ганглиев отмечается неспецифический
процесс разрушения и удаления из ганглия глиаль-
ных оболочек. Оставшиеся незначительные фраг-
менты отростков глиоцитов сокращаются и образу-

ют варикозные расширения (рис. 1а), которые мож-
но видеть, в частности, в щелях, оставшихся после
протеолиза глиоцитов (рис. 1б). Многие нервные во-
локна, лишенные глиоцитов, прилегают друг к другу
на обычном межклеточном расстоянии, равном 20 нм.
Другие противолежащие мембраны нервных воло-
кон образуют ЩК или ПК. На некоторых препара-
тах мозга лягушки после обработки проназой ЩК
образуются почти между всеми соседними клетками
(рис. 2). Особенность мембран при обработке про-
назой состоит в том, что белки аксолеммы со време-
нем при денатурации, агрегируя с мембраной, суще-
ственно утолщают ее поверхностные образования
(“бахрома”) и маскируют светлую полосу, соответ-
ствующую гидрофобным жирным кислотам били-
пидной мембраны, и ее наружные контуры.

В случае образованных глиоцитами оболочек
нервных клеток и волокон ЩК выявляются на всех
препаратах. Внутри щели бахрома часто маскирует
слои билипидных мембран. По бокам ЩК нередко
наблюдаются расширения межклеточного про-
странства (рис. 3), которые, по-видимому, формиру-
ются за счет скопления “свободной воды”, образую-
щейся в результате процесса протеолиза мембран-
ных белков. Обращает на себя внимание также и
большое количество одиночных локальных ЩК
(рис. 4). Их щели заполнены осмиофильными бел-
ковыми агрегатами, маскирующими семислойное
строение ЩК. Встречаются и множественные, се-
рийные ЩК в форме цепочки (рис. 5). Они располо-
жены последовательно на пресинапсах.

На ультраструктурном уровне контакты между
нейронами моллюска, лягушки и пиявки имеют
сходное строение. Их число достигает шести на од-
ном нейрите. При этом следует вновь обратить вни-
мание на многочисленные почти сплошные семи-
слойные ЩК. На рис. 5 наряду с множественными
ЩК представлены химические синапсы, характерной
особенностью которых является отсутствие типичных
пресинаптических и постсинаптических хеморецеп-
торных специализаций в области скопления синапти-
ческих пузырьков, что является последствием протео-
лиза.

Удивительно, но в результате действия проназы,
комплекса протеолитических ферментов, формиру-
ются межклеточные септы, представляющие собой
агрегаты межнейрональных белков (рис. 6). Иногда
они имеют сходные размеры и чередуются, располага-
ясь примерно на одном расстоянии друг от друга.
Встречается небольшое количество и узких белковых
глиально-нейрональных мостиков (рис. 6). Межкле-
точные белковые околомембранные агрегаты локали-
зуются поперек мембран и имеют утолщения на своих
концах. Они выпячиваются и внутрь, и наружу от
обеих мембран, маскируя размеры межклеточной
щели и, по-видимому, нарушая ее изоляционную
функцию. В тех случаях, когда прослеживается меж-
клеточная щель, можно отметить, что обе мембраны
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оказываются связанными поперечными, плохо ви-
димыми белковыми мостиками. Перемычки про-
должаются внутрь нейролеммы и обычно имеют пи-
рамидальную форму. В результате действия проназы
получено значительное разнообразие структур.

ОБСУЖДЕНИЕ

Новообразование ЩК при действии проназы от-
носится к ряду необычных, непредвиденных функ-
ций проназы. С помощью обработки ганглиев по-
звоночного и беспозвоночных животных 0.4%-ных
раствором проназы впервые получены эксперимен-
тальные ЩК. Впервые выявлено деструктивное дей-
ствие проназы на химические синапсы, приводящее
к утрате пре- и постсинаптических структур. Ново-
образование ЩК при сближении мембран может
встречаться при травмах, воспалениях, и приводить
к изменению электрогенеза (Belousov et al., 2017). В
химических синапсах, как известно, имеется четыре
составляющих: пре- и постсинаптические структу-
ры, синаптическая щель и пузырьки с медиатором в

терминалях аксона. При протеолизе исчезают хемо-
рецепторные околомембранные белковые комплек-
сы, а пузырьки, ограниченные липидной мембра-
ной, остаются хорошо видимыми.

Экспериментальные исследования, проводимые
на “простых нервных системах”, вносят определен-
ный вклад в различные разделы физиологии, позво-
ляя изучать клеточные, молекулярные, генетические
механизмы. Известно, что белковые агрегаты ли-
пидных бислоев (септы), могут быть электропрони-
цаемыми (Беркинблит и др., 1981). Наши экспери-
менты, проведенные с проназой, продемонстриро-
вали еще один вариант использования нервной
системы моллюска, пиявки и лягушки. Поскольку
проназа не изменяет амплитудные и кинетические
характеристики ионных токов, участвующих в гене-
рации нервных импульсов (Lun’ko et al., 2014), наша
экспериментальная модель может быть полезной
для изучения многих еще не понятых свойств и осо-
бенностей ЩК как ЭС. Действительно, в предыду-
щих наших электрофизиологических исследованиях
было показано, что созданные de novo цепочки ЭС

Рис. 1. Фрагменты неспецифических изменений наружной и внутренней глиальных оболочек симпатических ганглиев пияв-
ки, моллюска и лягушки в норме и после обработки проназой. а – Ганглий пиявки в норме; б – ганглий лягушки в норме; в –
массовая диссоциация глиальной наружной оболочки в ганглии пиявки, варикозности после воздействия проназы; г – остат-
ки глиальной оболочки между двумя нейронами в ганглии лягушки; 1 – варикозная форма фрагмента глиоцита после его от-
рыва, перед окончательным лизисом; стрелка – щелевой контакт; Г – глия; A – аксон; М – митохондрия. Электронная мик-
роскопия. Масштабная линейка: а – 1.5 мкм; б – 1.5 мкм; в – 3 мкм; г – 4 мкм.
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Рис. 2. Безглиальные нервные волокна ганглия моллюска (а) и группа денудированных вегетативных нервных волокон ган-
глия лягушки, образующих мембранные контакты (б) после обработки проназой. 1 – пустоты, где ранее находились отростки
глиоцитов; 2 – микротрубочки; 3 – остаток сократившейся в результате протеолиза “культи” глиальной оболочки; 4 – ней-
рон; 5 – митохондрии; стрелки – межнейронные щелевые контакты. Электронная микроскопия. Масштабная линейка: а –
2 мкм; б – 3 мкм.
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Рис. 3. Варианты спаренных щелевых контактов волокон мозга пиявки и ганглия лягушки после действия проназы. а – Три
ЩК на препарате мозга пиявки; б – четыре ЩК на препарате ганглия лягушки; 1 –межнейронные щели, расширенные за
счет накопления “свободной воды” после денатурации белков; стрелки – электрические синапсы; М – митохондрия; Н –
нейроны. Электронная микроскопия. Масштабная линейка: а – 1 мкм; б – 2 мкм.
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Рис. 4. Одиночные щелевые контакты после обработки мозга пиявки 0.4%-ной проназой в течение 60 мин. Cтрелки – щеле-
вые контакты. Электронная микроскопия. Масштабная линейка: а, б – 40 нм.
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между мембранами нервных волокон у моллюска,
пиявки и лягушки имеют особые электрические
функции – они на один раздражающий импульс об-
разуютю частотную серию (6–8) спайков, формиру-
ют реакцию реверберации (Сергеева и др., 2020;
Сотников, 2021). Известно, что классическая фи-

зиология предположительно объясняет возникнове-
ние реверберации возбуждения круговой связью
между цепочкой естественных ЩК в головном моз-
ге. Мы впервые получили этот нервный процесс на
экспериментальных, четко морфологически уста-
новленных ЩК.

Рис. 5. Множественные щелевые контакты в области химических синапсов, утратившие хеморецепторные специализации
(специфические морфологические признаки пре- и постсинаптических мембран) после обработки проназой, в ганглиях мол-
люска (а, в) и лягушки (б). Н – нейрон; cтрелки – щелевые и плотные нейро-нейрональные контакты разной величины.
Электронная микроскопия. Масштабная линейка: а–в – 1 мкм.
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Рис. 6. Множественные межклеточные трансмембранные мостики, выявляемые после обработки препарата проназой. а –
Сформировавшиеся септы после обработки ганглия лягушки проназой; б – формирующиеся септы после обработки прона-
зой ганглия лягушки; в – узкие нейронно-глиальные септы моллюска; 1 – непрерывный нейронно-глиальный контакт ней-
ролеммы и глиолеммы сохранившейся варикозности отростка глиоцита после обработки проназой; стрелки – межнейро-
нальные, нейронно-глиальные мостики и агрегаты околомембранных белков пирамидальной формы; Г – глия; Н – нейрон.
Электронная микроскопия. Масштабная линейка: а, б – 20 нм; в – 40 нм.
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Результатом настоящей работы является подтвер-
ждение на ультраструктурном уровне формирования
большого числа ЩК в ганглиях моллюска, пиявки и
лягушки под влиянием проназы. Так как в подобных
условиях под действием проназы ранее нами доказа-
но появление электрических синапсов, можно пред-
полагать, что ЩК являются морфологическим экви-
валентом ЭС.
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Action of Pronase on the Nerve Ganglia Causes Formation of Neural-Neuronal Gap Contacts
O. S. Sotnikova, *, S. S. Sergeevaa, and N. M. Paramonovab

aPavlov Institute of Physiology RAS, St. Petersburg, 199034 Russia
bSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry RAS, St. Petersburg, 194223 Russia

*e-mail: ossotnikov@mail.ru

The effect of pronase on the nerve ganglia of molluscs, leeches, and frogs was studied using electron microscopy for
the first time. It was revealed that action of pronase causes retraction and removal of glial membranes, denudation
of nerve fibers and neuronal bodies with simultaneous convergence of the neuromembranes of these structures and
leads to the formation of gap junctions. This effect on the membranes is an unusual and unforeseen function of pro-
nase, observed by us for the first time. Since we previously recorded reverberation of a nerve impulse in the ganglia
of frogs and leeches under the same conditions, we believe that morphological data obtained here are evident for the
formation of electrical synapses under the action of pronase on the nerve ganglia.

Keywords: electrical synapses, gap junctions, pronase, nerve ganglia, septs
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