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В работе исследовалось воздействие ГАМК в различных концентрациях и D-ГБ-115 в концентрации
10–7 М на поведение Paramecium caudatum. Показано, что ГАМК повышает двигательную актив-
ность и изменяет стратегию движения этих простейших, причем зависимость “доза–эффект” носит
куполообразный характер, что можно объяснить присутствием в наружной мембране парамеций
рецепторов двух видов к ГАМК: ГАМК-А и ГАМК-Б. Диапазон действующих концентраций ГАМК
находится в пределах от 10–3 до 10–13 М. Исследовано воздействие на поведение инфузорий фарма-
кологических агентов, взаимодействующих с ГАМК-системой: нембутала и холецистокининовой
системой: D-ГБ-115.
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Использование высших позвоночных в экспе-
риментальных исследованиях остается одной из
самых острых и обсуждаемых тем в научном сооб-
ществе, особенно в вопросах доклинических ис-
пытаний новых фармакологических препаратов.
В условиях быстро растущего вектора биоэтиче-
ской грамотности ученым сложнее использовать
в своих работах классические животные модели.
При этом работы на высших животных сопряже-
ны с большими материальными и юридическими
издержками [1]. Ранее, исследуя данный вопрос,
нами был предложен и описан метод первичного
скрининга фармацевтических препаратов, осно-
ванный на регистрации двигательной активности
и поведения эукариотических клеток Paramecium
caudatum. Данная модель является универсаль-
ной, т.к. может быть использована не только для
изучения токсичных воздействий на клетку [2],
но также хорошо показала себя в качестве рабоче-
го объекта для изучения фармакологических пре-
паратов разной направленности [3].

В этой статье мы применили этот метод на
конкретном препарате. В качестве такого препа-
рата выступал Амид N-(6-фенилгексаноил)-гли-
цил-D-триптофан (D-ГБ-115) (НИИ фармаколо-

гии имени В.В. Закусова, Москва, Россия), кото-
рый является агонистом холецистокинина-4 и
проявляет анксиогенное воздействие. D-ГБ-115
может приводить к паническим атакам у высших
позвоночных, которые в свою очередь обусловлены
неконтролируемым страхом у животных [4]. Нашей
задачей было определить, обладает ли D-ГБ-115 ак-
тивностью в отношении ГАМК рецепторов, ис-
пользуя клеточную модель Paramecium caudatum,
и изучить физиологическое действие препарата
на ГАМК-А рецепторы, а также рассмотреть воз-
можную взаимосвязь ГАМКергической и холе-
цистокининовой системами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа была выполнена на стерильной культу-

ре живых клеток Paramecium caudatum. Животных
содержали в приближенных к естественной среде
обитания при температуре 24 градуса при pH =
= 6.8–7.2 с соблюдением 12-часового светового
дня и поддержанием плотности в размере 600 кле-
ток/мл. Кормление инфузорий производилось
ежедневно в объеме 200 мкл раствором дрожжей
Saccharomyces cerevisiae на колонию в 100 мл. Для
поддержания стерильности среды проводилась
ежемесячная фильтрация колонии через мелко-
дисперсную губку. В день эксперимента кормле-
ние инфузорий приостанавливалось.

Наше исследование включает в себя две серии
экспериментов. В первой серии было изучено
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воздействие ГАМК в разных концентрациях от
10–3–10–13 М для определения наиболее эффек-
тивной концентрации из физиологического диа-
пазона на основании наиболее выраженного вли-
яния на изменение двигательной активности ин-
фузорий.

Во второй серии эксперимента изучали свой-
ства исследуемого D-ГБ-115 (НИИ фармакологии
имени В.В. Закусова, Москва, Россия) в концентра-
ции 10–7 М с помощью физиолого-фармакологиче-
ского анализа с применением известного и хоро-
шо изученного селективного агониста ГАМК-А
рецепторов нембутала (минмедпром, Таллин-
ский ХФЗ) в концентрации 10–7 М.

Регистрация движения клеток велась с ис-
пользованием тринокулярного стереоскопиче-
ского микроскопа Olympus SZ6. Для анализа дви-
гательной активности, по полученным видеоза-
писям, использовалась программа ImageJ (Fiji)
плагин “Track Mate” [5].

Статистический анализ проводился в про-
грамме “Statistica 10” с помощью непараметриче-
ского критерия Манна–Уитни после проверки на
нормальность критерием Шапиро–Уилка для
больших выборок. Достоверные значения оцени-
вались при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В первой серии экспериментов было показа-

но, что внесение в среду ГАМК в диапазоне кон-
центраций 10–3–10–13 М повышает скорость и
двигательную активность Paramecium caudatum
(рис. 1).

При регистрации характера движения параме-
ций наблюдается рост скорости клеток. Высокие
концентрации ГАМК 10–3 М в среде не являются
эффективными для данного объекта. Так, наи-
большая скорость движения и пройденное рас-
стояние наблюдались при использовании кон-
центрации ГАМК 10–7 М (рис. 1 а), т.е. скорость
клеток возросла в 2 раза с 2.5 до 5 мм/с в первую
минуту и держалась до конца регистрации на
уровне 4 мм/c (рис. 1 а). В то время как последую-
щее разбавление вносимой концентрации ГАМК от
10–9 до 10–13 М приводило к меньшему повышению
скорости клеток, чем при концентрации 10–7 М
(рис. 1 б).

Проанализировав площадь под графиком
(рассчитанный по формуле S = dx * 0.5 * (y1 + y2),
где уn – значение скорости в разное время иссле-
дования, а dx – время между двумя точками изме-
рения), мы определили условный путь, пройден-
ный клетками за 1 мин с учетом изменения ско-
рости движения клеток за все время регистрации,
при этом статистическая значимость определя-
ется из графиков, по которым считалась пло-

Рис. 1. Изменение скорости движения и активности
Paramecium caudatum в ответ на предъявление ГАМК в
концентрации (10–3–10–13 М в среде). а – График из-
менения скорости клеток после введения ГАМК в
концентрации (10–3–10–7 М в среде). б – График из-
менения скорости клеток после введения ГАМК в
концентрации (10–9–10–13 М в среде). в – График
условного пройденного пути клетками за 1 мин с уче-
том изменения скорости клеток в течение 40 мин ре-
гистрации движения при разных концентрациях
ГАМК в среде (10–3–10–13 М).
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щадь (рис. 1 в). Эти результаты показывают, что
наличие ГАМК в среде при концентрациях 10–3 и
10–13 М не влияет на изменения скорости движе-
ния Paramecium caudatum. Таким образом, зависи-
мость скорости клеток от концентрации ГАМК в
среде имеет куполообразный характер, что харак-
терно для многих сигнальных молекул [6]. Такая
зависимость показывает, что границы физиоло-
гического диапазона доз у парамеций для ГАМК,

который находится в пределах 10–3 до 10–13 М. Ис-
пользование наиболее высоких или наиболее
низких концентраций не целесообразно для ис-
следований ГАМКергических фармакологиче-
ских препаратов в опытах на инфузориях. Также
концентрация 10–7 моль/мл выбрана в качестве
наиболее эффективной и будет использоваться
во второй серии экспериментов с применением
D-ГБ-115.

Повышение скорости движения клеток связа-
но с действием ГАМK на ГАМК-А и ГАМК-Б ре-
цепторы, расположенные на мембране Paramecium
caudatum с последующей активацией этих рецеп-
торов, приводящей к гипополяризации мембра-
ны (снижению потенциала) в область отрица-
тельных значений. Это ускоряет биение ресничек
в одном направлении, из-за чего клетки двигают-
ся быстрее, но испытывают сложности на пово-
ротах [7].

При отслеживании траектории движения
Paramecium caudatum было продемонстрировано
изменение характера трека (рис. 2). Так, при до-
бавление в среду ГАМК наблюдается более ин-
тенсивное насыщение трека относительно кон-
трольной группы за равный промежуток времени
регистрации (1 мин) (рис. 2 б). Это указывает на
рост скорости клеток, следовательно, расстоя-
ние, которое они успевают пройти, будет больше,
чем пройденное расстояние клетками контроль-
ной группы [8].

После определения физиологического диапа-
зона действия ГАМК на парамеций, а так же вы-
бора самой эффективной концентрации (10–7 М),
переходим ко второй серии экспериментов для
изучения свойств D-ГБ-115 (рис. 3).

При воздействии нембутала в концентрации
10–7 М наблюдается ожидаемое повышение ско-
рости плавания клеток, аналогичное эффекту
влияния ГАМК на инфузорий. Такой эффект

Рис. 2. Трек движения Paramecium caudatum за первую
минуту регистрации после предъявления ГАМК в
концентрации (10–7 М в среде). а – траектория плава-
ния клеток контрольной группы (после внесения во-
ды 0,1 мл). б – траектория плавания клеток после вве-
дения в среду ГАМК в концентрации (10–7 М).

(а)

(б)

Рис. 3. Изменение скорости движения и активности Рaramecium caudatum в ответ на предъявление селективного аго-
ниста и ГАМКА нембутала и D-ГБ-115 в концентрации (10–7 М в среде). а – График изменения скорости движения кле-
ток (после введения нембутала). б – График изменения скорости движения клеток после введения D-ГБ-115 (1–45 мин)
с последующим внесением в среду нембутала (45–70 мин).
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обусловлен тем, что нембутал является агонистом
ГАМК-А рецепторов [9], расположенных на мем-
бране клеток. Однако этот эффект менее продол-
жительный (около 13 мин) и угасает, так как за-
действуется только один тип рецепторов (рис. 3 а)
в отличие от ГАМК, который активирует ГАМК-А
и ГАМК-Б рецепторы (рис. 1 а). После того как
большая часть рецепторов десенсибилизируется,
клетка будет стремиться к своему обычному мем-
бранному потенциалу. Так как модельный объект
Paramecium caudatum является открытой систе-
мой, способной к синтезу и экзоцитозу большин-
ства нейромедиаторов в среду, способов для регу-
ляции того или иного рода воздействия у нее не
мало [10]. Именно поэтому, чем больше будет эф-
фект после воздействия, тем сильнее будет “фи-
зиологический заброс” (рис. 3 а) прежде, чем па-
раметры вернутся к исходным значениям.

Внесение в среду D-ГБ-115 незначительно
влияло на двигательную активность клеток отно-
сительно контрольной группы с 1-й по 45-ю ми-
нуту регистрации (рис 3 б). На 45-й минуте реги-
страции в среду добавили нембутал, который дол-
жен был привести к резкому росту скорости
клеток, однако эффект был заблокирован. Таким
образом, предположительно проявляется блокада
активации ГАМК-А рецепторов препаратом D-
ГБ-115. Полученные результаты позволяют опре-
делить наличие взаимосвязи ГАМКергической и
холецистокининовой систем у Paramecium cauda-
tum наравне с высшими позвоночными [11].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Использование метода скрининга фармаколо-

гических препаратов на клеточной модели Para-
mecium caudatum показало возможность определе-
ния физиологического диапазона концентраций
ГАМК. Анализируя изменение двигательной ак-
тивности клеток, был показан блокирующий эф-
фект ГАМК-А рецепторов препарата D-ГБ-115.
Изученная эффективность данного препарата на
парамециях позволяет рекомендовать его для
иных исследований, направленных на фармако-
логическое изучение ГАМК-А рецепторов, как у
одноклеточных, так и у высших животных. При
использовании разных известных агонистов
можно определять характер фармакологического
воздействия, является ли исследуемый препарат
селективным или не является таковым для каж-
дого конкретного типа рецепторов.
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THE EFFECT OF THE AGONIST CHOLECYSTOKININ-4 D-GB-115 
ON THE CHARACTER OF MOTOR ACTIVITY OF PARAMECIUM CAUDATUM
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Presented by Academician of the RAS K.V. Anokhin

The study investigated the effect of GABA in various concentrations and D-GB-115 at a concentration of
10–10 mol/ml on the behavior of Paramecium caudatum. It has been shown that GABA increases motor ac-
tivity and changes the movement strategy of these protozoa, and the dose-effect relationship is domed, which
can be explained by the presence of two types of GABA receptors in the outer membrane of paramecia:
GABA-A and GABA-B. The range of active concentrations of GABA ranges from 10–6 to 10–16 mol/ml. The
effect of pharmacological agents interacting with the GABA system on the behavior of infusoria: nembutal
and D-GB-115.

Keywords: paramecium caudatum, comparative physiology, cellular model, neurotransmitters
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