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Методом электрофизиологии исследовано влияние лигандов никотиновых холинорецепторов
(НХР) на деполяризацию, индуцированную ацетилхолином в нейронах улитки Helix lucorum. Обна-
ружено, что α-конотоксин PnIA[R9,L10], селективный антагонист α7 НХР, и α-кобратоксин (анта-
гонист α7 и мышечных НХР) подавляли деполяризацию нейронов. Флуоресцентная микроскопия
показала окрашивание нейронов флуоресцентно меченным α-бунгаротоксином, снижавшееся
предварительной обработкой α-кобратоксином. Индуцированная деполяризация подавлялись так-
же α-конотоксином RgIA, селективным ингибитором α9 НХР. В отличие от НХР Lymnaea stagnalis,
слабо чувствительных к антагонистам мышечных НХР нейротоксину II и α-конотоксину GI, рецеп-
торы H. lucorum наиболее эффективно ингибировались этими антагонистами. Полученные резуль-
таты, а также обнаруженная ранее чувствительность исследованных в данной работе рецепторов к
лигандам мускариновых рецепторов свидетельствуют о необычном атипичном фармакологическом
профиле НХР H. lucorum.
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Холинергическая передача представляет собой
один из древних механизмов межклеточной сиг-
нализации. Ключевые ферменты синтеза ацетил-
холина обнаружены у самых низших организмов
– архей и грибов [1], а никотиновые холиноре-
цепторы обнаружены у плоских и круглых чер-
вей, эволюционно двух самых ранних многокле-
точных групп. Холинорецепторы включают две
основные группы – никотиновые (НХР) и муска-
риновые (МХР) рецепторы. НХР – это лиганд-
управляемый ионный канал, который открывает-
ся при активации рецептора ацетилхолином или
никотином. НХР состоят из 5 субъединиц, обра-
зующих пору, и включают два основных типа –
нейронные и мышечные [2, 3], локализованные в
нервной системе или в мышцах соответственно.
МХР относятся к метаботропным G-белок-зави-
симым рецепторам. Мускарин является агони-
стом МХР и его связывание с рецептором приво-

дит к активации G-белка, что вызывает в итоге
изменение концентрации ионов K+ в клетке за
счет модуляции калиевого тока М-типа [4].

Большая часть данных о НХР и МХР получена
в исследованиях на позвоночных. Сведения о хо-
линорецепторах организмов, находящихся на бо-
лее низких ступенях эволюции, не столь много-
численны. Нами исследован фармакологический
профиль НХР, расположенных на соме иденти-
фицированных нейронов улитки Helix lucorum.
Ранее было показано, что НХР идентифициро-
ванных нейронов улитки H. aspersa являются
хлор-проводящими ионными каналами [5]. Ис-
следование холинорецепторов на соме нейронов
ЛПа3, ППа3 и ППа4 H. lucorum выявило их чув-
ствительность к лигандам как никотиновых, так и
мускариновых рецепторов [6, 7], однако вопрос о
подтипах НХР нейронов улиток оставался откры-
тым.

Методом электрофизиологии нами исследова-
на способность α-кобратоксина (СТХ) кобры Naja
kaouthia, нейротоксина II (НТ II) кобры N. oxiana,
α-конотоксинов PnIA[R9,L10], GI и RgIA, явля-
ющихся антагонистами различных подтипов
НХР, а также агониста НХР эпибатидина изме-
нять величину деполяризации нейронов, вызван-
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ной локальным подведением ацетилхолина (АХ)
к соме нейрона (АХ-деполяризацию). СТХ явля-
ется эффективным антагонистом НХР мышечно-
го и нейронного α7 типа, а НТ II и GI селективно
блокируют НХР мышечного типа; PnIA[R9,L10] и
RgIA – блокаторы НХР α7 и α9/α10 типа соответ-
ственно [8]. Эпибадитин представляет собой аго-
нист гетеромерных нейронных НХР, однако яв-
ляется антагонистом нейронного α9α10 НХР [9].

Эксперименты, проведенные по методике [7],
выявили способность всех указанных выше
соединений подавлять обратимо амплитуду
АХ-деполяризации нейронов (табл. 1). Наиболь-
шей ингибирующей активностью обладает
PnIA[R9,L10], избирательный антагонист НХР
α7 типа.

Затем следует НТ II (рис. 1), избирательный
антагонист НХР мышечного подтипа, далее –
RgIA (блокирует НХР α9/α10 подтипа) и GI (бло-
кирует только мышечный НХР). Наименее акти-
вен СТХ, ингибирующий НХР как мышечного,
так и α7 подтипа. По чувствительности к нейро-
токсинам рецепторы H. lucorum существенно от-
личаются от НХР моллюска Lymnaea stagnalis,
фармакологически подобных α7 НХР млекопита-
ющих, но являющихся Сl- каналами. НХР L. stag-
nalis различаются по чувствительности к α-коно-
токсинам, а их активность значительно сильнее
ингибируется СТХ, а не НТ II [10]. СТХ достаточ-
но легко диссоциировал с НХР нейронов H. luco-
rum, хотя диссоциация этого токсина с α7 НХР

млекопитающих протекает значительно медлен-
нее [11].

Эпибатидин в концентрации 1 мкМ вызывал
кратковременную деполяризацию нейрона, что
согласуется с данными об активации этим соеди-
нением α7 НХР позвоночных (EC50 1–2 мкМ)
[12]. Однако, после воздействия эпибатидина
вслед за кратковременной деполяризацией на-
блюдали подавление амплитуды АХ-деполяриза-
ции.

Из представленных результатов следует, что
НХР нейронов H. lucorum по чувствительности к
лигандам различных типов НХР отличаются от
рецепторов позвоночных, т.е. не обладают изби-
рательной чувствительностью к лигандам одного
из подтипов. Поскольку ранее была выявлена
чувствительность нейронов улитки к α-бунгаро-
токсину (БТХ) [6], для локализации НХР на соме
нейрона использовали БТХ, меченный флуорес-
центными красителем CF™405S, (БТХ-А-405, Bi-
otium). Изображения изолированных нейронов
до и после инкубации с БТХ-А-405 получали с ис-
пользованием конфокального микроскопа
(Olympus PV10i, Япония) и анализировали, при-
меняя программу ImageJ. В серии экспериментов
(n = 4) изолированные нейроны инкубировали
20 мин с БТХ-А-405 (100 нМ). Для определения
неспецифического мечения часть нейронов перед
добавлением БТХ-А-405 инкубировали 20 мин с
СТХ (10 мкМ). Инкубация с БТХ-А-405 приводит
к окрашиванию поверхности нейронов, которое
на 57.0 ± 13.5% (n = 4) подавляется СТХ (рис. 2),

Таблица 1. Влияние нейротоксинов на амплитуду АХ-деполяризации нейронов. Представлены концентрации
лигандов, вызывавших снижение амплитуды на 55–85%

*За 100% принята величина деполяризации в отсутствие токсина.
**Представлены средние величины амплитуды АХ-деполяризации в период максимального эффекта токсина (вычисляли
среднее значение в двух–трех соседних временных точках максимального эффекта токсина во всей выборке – mean + SEM,
n – число нейронов).

Нейротоксин

Амплитуда АХ-деполяризации при указанной концентрации токсина, %
от контроля*

50 нМ 100 нМ 500 нМ 1 мкМ 10 мкМ

СТХ 42.60 ± 8.16**
n = 4

Конотоксин PnIA[R9,L10] 43.77 ± 8.77
n = 4

45.98 ± 6.77
n = 6

НТ II 44.83 ± 5.46
n = 2

40.13 ± 6.34
n = 5

Эпибатидин 41.00 ± 15.57
n = 1

13.67 ± 1.86
n = 1

α-конотоксин GI 36.67 ± 9.67
n = 4

α-конотоксин RgIA 28.25 ± 9.21
n = 5
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что свидетельствует о специфическом связыва-
нии БТХ с НХР нейронов.

Таким образом, полученные результаты, наря-
ду с ранее опубликованными данными, свиде-
тельствуют о том, что:

1) НХР нейронов улитки имеют сайты связы-
вания никотиновых и мускариновых лигандов;

2) НХР нейронов улитки обладают чувстви-
тельностью к лигандам НХР мышечного и ней-
ронного подтипов;

3) Активация холинорецептора открывает
ионный канал для аниона Cl–.

Ранее обнаруженная чувствительность НХР
виноградной улитки к БТХ [6] могла бы указы-

Рис. 1. Действие НТ II (0.5 мкM) на деполяризацию нейрона ЛПа3, вызванную локальным подведением ацетилхолина
к соме. АХ подавали с интервалом в 5 мин. Цифры справа от записей – время после введения нейротоксина в проточ-
ную камеру с препаратом. Калибровки: амплитуды потенциала – 5 мВ, времени – 10 с.

20 мин

40 мин

60 мин

5 мВ
10 сек

Отмыв
1 час

НТ II 0.5 мкМ

Рис. 2. Изображения двух изолированных командных нейронов виноградной улитки, полученные с использованием
сканирующего лазерного конфокального микроскопа (Olympus PV10i, Япония). Для возбуждения флуоресценции об-
разцы облучали лазером с длиной волны 405 нм, используя 10% мощности, что практически исключает автофлуорес-
ценцию. а – изображения двух нейронов (обозначены разными стрелками) в режиме “фазовый контраст” без фармаколо-
гического воздействия. б – после окрашивания бунгаротоксином БТХ-А-405. Нейрон в левом верхнем углу изображения
перед добавлением флуоресцентно меченного БТХ инкубировали с СТХ; нейрон в нижнем правом углу не подвергался
фармакологической обработке до добавления БТХ-А-405. Показан типичный результат серии экспериментов.

200 мкм(а) (б) 200 мкм
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вать на присутствие рецепторов мышечного и α7
типов. Однако известно, что достаточно широко
распространены и α9 НХР [13], которые тоже ин-
гибируются БТХ. Полученные в настоящей рабо-
те данные с использованием набора антагонистов
указывают на чувствительность нейронов H. luco-
rum к лигандам всех вышеперечисленных подти-
пов НХР. Из всего семейства НХР, только
α9 подтип, чувствительный к α-конотоксину
RgIA, способен связывать лиганды мускарино-
вых рецепторов, которые его ингибируют [9].
Обнаруженные нами разнонаправленные эф-
фекты эпибатидина, потенцирующего, а затем и
подавляющего АХ-деполяризацию, объясняют
чувствительность к α-конотоксину RgIA. Эпиба-
тидин является агонистом практически всех из-
вестных типов НХР, но антагонистом α9 НХР.

Полученные нами результаты о неселективно-
сти НХР H. lucorum, а также обнаруженная ранее
чувствительность ионотропных холинорецепто-
ров нейронов виноградной улитки к лигандам
никотиновых и мускариновых рецепторов [6, 7],
свидетельствуют о необычном атипичном фарма-
кологическом профиле НХР нейронов H. lucorum.
Подобная неселективность по отношению к ни-
котиновым и мускариновым лигандам была об-
наружена ранее у НХР нематоды Ascaris suum [14]
и медоносной пчелы Apis mellifera [15], организ-
мов, стоящих на более низких ступенях эволю-
ции, чем позвоночные. Это может указывать на
эволюционные изменения, направленные на по-
явление селективности и повышение специали-
зации холинорецепторов в процессе эволюции.
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ATYPICAL ACETYLCHOLINE RECEPTORS ON THE NEURONS 
OF THE TURKISH SNAIL

A. S. Pivovarova, T. A. Palikhovaa, G. M. Nikolaeva, A. N. Velikanova, N. A. Vasilievaa, I. E. Kasheverovb, 
Yu. N. Utkinb,#, and Corresponding Member RAS V. I. Tsetlinb

a M.V. Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation
b Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
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Using electrophysiology, the effect of nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) ligands on acetylcholine-in-
duced depolarization in the neurons of Helix lucorum snail was studied. It was found that the α-conotoxin
PnIA [R9, L10], a selective antagonist of α7 nAChR, and α-cobratoxin (antagonist of α7 and muscle
nAChR) suppressed neuronal depolarization. Fluorescence microscopy showed staining of the neurons with
fluorescently labeled α-bungarotoxin; this staining was reduced by pretreatment with α-cobratoxin. Induced
depolarization was also suppressed by α-conotoxin RgIA, a selective inhibitor of α9 nAChR. In contrast to
Lymnaea stagnalis nAChR, which are weakly sensitive to neurotoxin II and α-conotoxin GI, antagonists of
muscle nAChR, H. lucorum receptors were most effectively inhibited by these antagonists. The results ob-
tained, as well as the previously found sensitivity of the receptors studied in this work to muscarinic receptor
ligands, indicate an unusual atypical pharmacological profile of H. lucorum nAChR.

Keywords: acetylcholine, neurotoxins, nicotinic acetylcholine receptors, identified neurons, Turkish snail
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