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Менингеальные оболочки, окружающие мозг, отличаются обильным кровоснаб-
жением, высокой плотностью сенсорных нервов и присутствием большого числа
тучных клеток. При мигрени, наиболее частом неврологическом расстройстве, ак-
тивация волокон тройничного нерва в мозговых оболочках является начальным
пусковым механизмом для генерации болевого сигнала. Предложенная недавно
концепция нервно-иммунного синапса предполагает, что медиаторы тучных кле-
ток способны активировать белки-рецепторы в близлежащих нервных окончани-
ях, что приводит к генерации спайковой ноцицептивной активности. Серотонин и
гистамин, предполагаемые триггеры мигрени, являются классическими медиато-
рами, выделяемыми при активации тучных клеток. Наши недавние исследования
выявили мощную активацию первичных афферентов серотонином, реализуемую
преимущественно через 5-НТ3-рецепторы. Однако роль гистамина в менингеаль-
ном нервно-иммунном синапсе остается малоизученной. Поэтому в данном иссле-
довании с помощью отведения спайковой активности от первичных афферентов в
менингах крысы, мы исследовали роль гистамина как возможного триггера боли
при мигрени. Результаты тестирования широкого диапазона концентраций гиста-
мина выявили только минимальный (около 12%) эффект 10 мкМ гистамина на но-
цицептивную активность тройничного нерва. При более детальном кластерном
анализе число волокон, реагирующих на гистамин, не превышало 29%, причем в
этих волокнах усиление спайковой активности было значительно ниже, чем при
действии серотонина. Более долговременное (4 ч) действие гистамина также досто-
верно не меняло активности тройничного нерва. Полученные результаты не ис-
ключают стимулирующей роли гистамина при мигрени, но предполагают иное,
чем активация тройничного нерва, действие этого медиатора тучных клеток.
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Возбуждение окончаний тройничного нерва, обширно представленных в твердой
мозговой оболочке, является начальным этапом для формирования и передачи но-
цицептивной информации от периферии в ЦНС во время приступов мигрени [1, 2].
Однако нейрохимические механизмы возбуждения менингеальных афферентов
остаются малоизученными. В последнее время популярным является предположение
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о важной роли в этом процессе локальных тучных клеток, в большом количестве
присутствующих в мозговых оболочках [3–6].

Серотонин, наряду с гистамином, накапливается в менингеальных тучных клетках
и высвобождается в результате развития патологического процесса [7]. Наши не-
давние исследования выявили сильное про-ноцицептивное действие серотонина на
терминали тройничного нерва у крыс и мышей, которое реализуется, в основном, че-
рез ионотропные 5-НТ3-рецепторы [4, 6]. Однако роль гистамина в формировании
ноцицептивного сигнала в менингеальных афферентах осталась малоизученной.

Гистамин является классическим нейротрансмиттером из группы моноаминов и
одним из самых известных эндогенных медиаторов боли и зуда [8]. Гистамин осу-
ществляет биологические эффекты путем связывания с четырьмя подтипами мета-
ботропных рецепторов (Н1–Н4) [9, 10]. В результате связывания активируются си-
стемы внутриклеточных посредников, в том числе, происходит высвобождение
внутриклеточного кальция или увеличение уровня циклического АМФ [11]. При
изучении механизмов зуда было показано, что активация Н1-рецепторов гистамина в
ноцицептивных нейронах приводит к активации TRPV1-рецепторов через активацию
PLA2 и образование 12-HPETE – метаболита 12-липоксигеназы, эндогенного
TRPV1-рецептор активатора [12].

Гистамин, как и серотонин, были предложены как участники патологического
процесса при мигрени [13, 14]. Однако в проведенных клинических исследованиях
не были получены убедительные доказательства эффективности антагонистов Н1-
и Н2-рецепторов при лечении мигрени [13, 14]. Следует отметить, что в патогенез
мигрени могут быть вовлечены и другие гистаминовые рецепторы. Так, H3- и Н4-ре-
цепторы гистамина имеют в три раза более высокое сродство к гистамину, чем
H1/H2-рецепторы и обнаруживаются как в нейронах, так и в иммунных клетках.
Причем, активация H3-рецепторов в тучных клетках ингибирует их дегрануляцию
[15], что может служить механизмом анти-ноцицепции.

Основываясь на опыте предыдущих исследований, свидетельствующих об ис-
пользовании гистамина в качестве средства, провоцирующего мигрень, и учитывая
недостаточное количество данных об эффективности действия антигистаминных
препаратов во время приступа мигрени [14], настоящее исследование посвящено
анализу роли гистамина в ноцицептивной системе тройничного нерва в экспери-
ментальной модели мигрени у крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве метода исследования ноцицептивной активности тройничного нерва
в твердой мозговой оболочке крысы, был использован электрофизиологический
метод внеклеточной регистрации потенциалов действия. Экспериментальные про-
токолы соответствовали этическим нормам по гуманному обращению с животными,
принятым в Казанском федеральном университете и одобрены этическим комитетом
КФУ (протокол № 8 от 05.05.2015). Данная методика позволяет регистрировать но-
цицептивные потенциалы действия (ПД), распространяющиеся в ортодромном
направлении, а также регистрировать изменения частоты ПД (спайков) под влия-
нием химических агентов. Череп крысы рассекался в сагитальном направлении и
очищался от экстракраниальных мышечных тканей. В полученном препарате по-
ловины черепа крысы под визуальным контролем из твердой оболочки мозга выде-
лялся тройничный нерв, который затем фиксировался в стеклянном электроде.
Подробное описание подготовки препарата для регистрации ПД в менингеальных
оболочках представлено в нашей предыдущей публикации [16].

Полученные половины черепа находились в физиологическом растворе Кребса,
следующего состава (в мМ): 120 NaCl, 2.5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 11 глюкоза, 24 NaHPO4,
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30 NaHCO3. Кроме того, поддерживались условия постоянной оксигенации
95% O2/5% CO2, pH поддерживали на уровне 7.2–7.35. Сигналы записывали с ис-
пользованием усилителя DAM 80 (полоса пропускания 0.1 Гц–1 кГц; коэффициент
усиления 10000; World Precision Instruments, США). Электрические сигналы были
оцифрованы на ПК с использованием платы NIPCI6221 (National Instruments, США)
и программного обеспечения WinEDRv.3.2.7. (Strathclyde University, Великобритания).

Экспериментальные данные записывались и проходили первоначальную филь-
трацию на усилителе в полосе 100–3000 Гц. Оцифрованные данные фильтровались
с помощью фильтра Чебышева типа II. Для обнаружения спонтанных и вызванных
сигналов выбирался интервал 20 с без спайков в начале каждого эксперимента и
рассчитывалась дисперсия шума. Поиск спайков осуществлялся по превышению
амплитуды больше пяти стандартных отклонений базового шума. Амплитуда каж-
дого найденного сигнала была нормализована по базовому шуму и выражена в от-
носительных единицах [2]. Для каждого найденного спайка определялись ампли-
тудно-временные параметры положительной и отрицательной фазы, такие как:
время нарастания, длительность фаз спайка, время спада. Для анализа активности
отдельных нервных волокон, опираясь на предположение, что амплитудно-вре-
менные параметры спайка определяются свойствами нервного волокна, проводили
разделение спайков на группы – кластеризацию в соответствии с амплитудно-вре-
менными параметрами. Для кластеризации использовали метод KlustaKwik [17].
Проведения кластеризации, построение графиков и гистограмм были выполнены
с помощью программного обеспечения MATLAB (MathWorks, США). Из анализа
исключили небольшое число кластеров, имеющих нетипичную двухпиковую форму,
которые в контроле до аппликации веществ демонстрировали кратковременную
взрывную активность.

Электрофизиологические данные оценивали как среднее ± стандартная ошибка
среднего с использованием программы MATLAB. Для количественного анализа
временной период в 20 мин в контроле и 20 мин при действии вещества был разделен
на отрезки по 5 мин, в которых измерялось число ПД. Контрольными значениями
для оценки действия агонистов служили последние 5 мин контроля перед апплика-
цией веществ. Для каждого набора данных рассчитывали стандартное отклонение
и ошибку стандартного отклонения. Для определения достоверности различий в
параметрах при разных состояниях одного и того же препарата мы использовали
парный t-критерий. При p < 0.05 различия считали статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Тестирование быстрых эффектов гистамина
на общую активность тройничного нерва в менингеальных оболочках

В первой серии экспериментов мы тестировали возможность развития быстрого
эффекта гистамина на спайковую активность тройничного нерва в менингеальных
оболочках в тех же условиях, в которых ранее тестировали эффект серотонина. Хотя
рецепторы гистамина относятся к группе метаботропных рецепторов, показано их
сопряжение с ионотропными рецепторами семейства TRP (TRPV1 и TRPA1), ко-
торые обычно представлены в ноцицепторах [10, 18].

В ходе проведенного исследования было установлено, что гистамин не обладает
выраженной проноцицептивной активностью в минутном диапазоне действия.
Как показано на рис. 1Б, во время аппликации гистамина не происходило значи-
тельных изменений частоты ПД, что резко контрастировало с мощным эффектом
серотонина, апплицированного вслед за гистамином. Так, к 20-й мин действия 1 мкМ
гистамина, среднее число ПД, измеренных в течение 5 мин, составило 265 ± 108 в
сравнении с 316 ± 155 ПД в контроле (рис. 1В; n = 6; p = 0.40). После отмывки ги-
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Рис. 1. Влияние различных концентраций гистамина на электрическую активность тройничного нерва
крысы.
А. Пример оригинальных записей электрической активности тройничного нерва в контроле (слева), во
время аппликации гистамина (10 мкМ, центр) и под действием серотонина (10 мкМ, справа). Б. Дина-
мика изменений частоты потенциалов действия (ПД) в эксперименте с аппликацией гистамина (1 и 10 мкМ) и
серотонина (10 мкМ). В. Усредненное количество спайков за каждые 5 мин в контроле (в течение 20 мин) и в
течение 20 мин аппликации гистамина в концентрации 1 мкМ, 10 мкМ и 100 мкМ (n = 6, *p < 0.05).
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стамина число ПД составило 284 ± 117 и последующая аппликация 10 мкМ гиста-
мина увеличила на 12% активность тройничного нерва до 317 ± 121 ПД (n = 6; p = 0.04;
рис. 1В). Примечательно, что последующая аппликация серотонина в той же кон-
центрации (10 мкМ) приводила к резкому увеличению электрической активности в
тройничном нерве (рис. 1Б). В части экспериментов после действия гистамина,
вместо серотонина, мы апплицировали капсаицин (1 мкМ), что также приводило к
резкому скачку электрической активности в тройничном нерве (данные не показаны).
Это свидетельствовало о высокой способности нервных окончаний в данном пре-
парате реагировать на классические ноцицептивные стимулы через TRPV1 рецеп-
торы. Увеличение концентрации гистамина до 100 мкМ не вызвало усиления эффекта.
Так, к 20-й мин действия этого агента число ПД измеренных в течение 5 мин в кон-
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Рис. 2. Влияние гистамина на амплитудно-временные характеристики спайка тройничного нерва
А. Пример усредненного спайка в контроле (слева) и после аппликации 10 мкМ гистамина (справа).
Б. Усредненные значения амплитуды спайка, выраженных в процентах по отношению к контролю, под
влиянием гистамина в концентрациях 1 мкМ (белые колонки), 10 мкМ (серые колонки) и 100 мкМ
(черные колонки).
В. Усредненные значения длительности основной положительной фазы спайка под влиянием гистами-
на в концентрациях 1 мкМ (белые колонки), 10 мкМ (серые колонки) и 100 мкМ (черные колонки) (n = 6).
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троле составило 220 ± 91, а после 20-й мин действия 100 мкМ гистамина этот пока-
затель был 270 ± 71 ПД (n = 6; p = 0.66; рис. 1В).

Отсутствие выраженных эффектов гистамина не исключало, что эффект этого
нейротрансмиттера реализуется через изменения амплитудно-временных характе-
ристик ноцицептивных спайков. Однако анализ параметров ПД, таких как ампли-
туда и длительность положительных компонентов ПД, также свидетельствовал об
отсутствии значительных изменений электрогенеза под влияем гистамина. На рис. 2Б
отражены значения средних амплитуд ПД при 1 мкМ (99 ± 4%, n = 6, p = 0.87), 10 мкМ
(102 ± 4%, n = 6, p = 0.65) и 100 мкМ (99 ± 11%, n = 6, p = 0.95) гистамина относи-
тельно контроля. Также под действием гистамина не было выявлено изменений и в
длительности положительной фазы ПД. Так, при действии 1, 10 и 100 мкМ гиста-
мина, средняя длительность ПД относительно контроля составляла 96.5 ± 1.4% (n = 6,
р = 0.06); 97 ± 2% (n = 6, р = 0.27 ) и 101 ± 3% (n = 6, р = 0.59) соответственно.
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Рис. 3. Спайковая активность тройничного нерва при длительном действии серотонина и гистамина.
А. Влияние предварительной инкубации препарата в растворе серотонина (0.2 мкМ) в течение 2-х часов
(белая колонка) на эффекты гистамина (100 мкМ) в сравнении с контрольным действием гистамина
(черная колонка). Б. Спайковая активность тройничного нерва (количество ПД за 20 мин) в контроле
(инкубация 4 часа в базовом растворе, черная колонка) и после 4 часов инкубации в растворе гистамина
(100 мкМ, белая колонка).
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Известно, что во время дегрануляции тучных клеток происходит одновременное
высвобождение нескольких медиаторов, в том числе гистамина и серотонина, ко-
торые, как предполагается, сенситизируют нервные окончания тройничного нерва
в менингеальных оболочках. Поэтому мы провели серию экспериментов, в которой
проверили действие гистамина на периферическом участке тройничного нерва по-
сле длительной инкубации в серотонине (в течение двух часов). Ранее мы показали,
что окончания тройничного нерва высоко чувствительны к серотонину и даже низкие
концентрации этого агента такие как 0.2 мкМ быстро увеличивают активность во-
локон нерва примерно в два раза [14].

Для исследования возможного усиления эффекта гистамина после предвари-
тельной сенситизации, мы измерили изменение числа спайков за 20 мин аппликации
100 мкМ гистамина после предварительной инкубации в серотонине (2 ч, 0.2 мкМ).
При этом аппликация 100 мкМ гистамина практически не меняла число спайков
(105 ± 31%; n = 3; р = 0.9), в то время как в контроле при действии такой же кон-
центрации гистамина число спайков составило 151 ± 32% (n = 6, р = 0.21, рис. 3А).
Таким образом, преинкубация в серотонине не способствовала увеличению чув-
ствительности нервных окончаний тройничного нерва к гистамину.

Особенностью мигрени является ее долговременный характер, что является даже
одним из диагностических критериев этого расстройства. Поэтому далее мы иссле-
довали возможность изменения спайковой активности после длительной аппликации
самого гистамина. Оказалось, что и длительная (4 ч) инкубация в растворе, содер-
жащем гистамин в концентрации 100 мкМ, не приводила к значительным измене-
ниям частоты ПД (рис. 3Б). В контрольной группе, среднее число спайков в препарате,
выдержанном в течение четырех часов в базовом растворе, составило за 20 мин 966 ± 547 ПД,
тогда как после четырех часов инкубации менингеальных оболочек в растворе ги-
стамина (100 мкМ) число спайков составило 1147 ± 431 (n = 3), что достоверно не
отличалось от контроля (р = 0.8).
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Кластерной анализ эффектов гистамина
Кластерный анализ позволил выявить более детальную информацию об эффектах

гистамина на электрическую активность в тройничном нерве крысы. Этот впервые
предложенный нами метод сортировки волокон первичных афферентов позволяет
выделить из общей активности и охарактеризовать рецепторный профиль одиночных
волокон или малых групп волокон с совпадающими амплитудно-временными харак-
теристиками [2]. На рис. 4А представлены примеры “нечувствительных” (рис. 4Аа–в)
и “чувствительных” к гистамину (100 мкМ) (рис. 4Аг, д) кластеров. Последующая
аппликация капсаицина (1 мкМ) позволила исследовать связь между экспрессией
рецепторов к гистамину и TRPV1-рецепторов, которые экспрессируются в типич-
ных ноцицепторах. На рис. 4А показаны примеры того, что как нечувствительные
(рис. 4Ав), так и чувствительные к гистамину кластеры (рис. 4Аг) отвечают на кап-
саицин, что свидетельствует о коэкспрессии гистаминовых и TRPV1-рецепторов в
части волокон тройничного нерва. Более подробно это видно на круговой диаграмме
(рис. 4Б), где в контрольных условиях, без инкубации с сенситизирующими агентами,
на аппликацию 100 мкМ гистамина ответило только 17% от общего числа кластеров, а
12% ответило одновременно на капсаицин и гистамин (рис. 4Б). Таким образом,
общее число отвечающих кластеров составило 29%. После инкубации в серотонине
число ответивших кластеров на гистамин составило 11%, тогда как 21% оказались
чувствительными как к гистамину, так и к капсаицину (рис. 4В). Интересно, что
общее число ответивших на капсаицин кластеров после обработки серотонином
возросло с 55 до 80%, что свидетельствовало об сенситизирующем эффекте малых
концентраций серотонина. Полученные на основе кластерного анализа результаты
также согласуются с предыдущими данными о том, что гистамин не обладает выра-
женным проноцицептивным действием.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы показали, что предполагаемый медиатор мигрени гистамин,
один из классических медиаторов, выделяющихся при дегрануляции тучных клеток,
не проявляет существенного кратковременного или долговременного проноци-
цептивного действия на афферентные окончания тройничного нерва в менинге-
альных оболочках, в которых возникает начальный болевой сигнал при мигрени.
Мы нашли только минимальный (около 12%) эффект 10 мкМ гистамина, при от-
сутствии достоверного эффекта на целый нерв более низких или более высоких
концентраций этого моноамина. Также детальный кластерный анализ выявил малое
число волокон тройничного нерва лишь слабо реагирующих на гистамин. Этот ре-
зультат контрастирует с сильным возбуждающим нервные окончания эффектом
другого медиатора тучных клеток, серотонина, который увеличивал активность
тройничного нерва крыс в 6–7 раз [4].

Мигрень является распространенным неврологическим расстройством, меха-
низмы которого до сих пор недостаточно изучены. Тем не менее, наиболее попу-
лярным является мнение, что специфическая длительная боль при мигрени гене-
рируется в менингеальных оболочках, окружающих головной мозг [19, 20]. Наши и
другие недавние исследования показали важную роль менингеальных тучных клеток
как триггеров передачи ноцицептивных сигналов при мигрени [3, 16, 21]. Это со-
гласуется с популярной концепцией нейро-иммунного синапса, когда медиаторы,
выделяемые при дегрануляции из тучных клеток, активируют близлежащие нервные
окончания [22–24]. Гистамин является одним из основных медиаторов, который
содержится вместе с серотонином в секреторных гранулах тучных клеток и высво-
бождается при их дегрануляции [9, 25]. Дегрануляция может быть вызвана множе-
ством химических раздражителей, таких как иммуноглобулин Е, ацетилхолин, или
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Рис. 4. Кластерный анализ электрической активности тройничного нерва при действии гистамина в
контроле и в условиях предварительной сенситизации серотонином.
А. Примеры разной частотной активности кластеров при аппликации 100 мкМ гистамина и 1 мкМ кап-
саицина. Аа–в – кластеры без выраженного ответа на гистамин; Аг, д – кластеры с выраженным отве-
том на гистамин. Б. Круговая диаграмма распределения кластеров по типам ответов на гистамин и кап-
саицин (в процентах к общему количеству кластеров) в контроле. В. Аналогичная диаграмма, получен-
ная в экспериментах с предварительной инкубацией препарата в растворе серотонина (0.2 мкМ) в
течение двух часов.
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даже психологическим стрессом [26–30]. Гистамин также является основным ком-
понентом “воспалительного супа” (inflammatory soup), обычно применяемого вместе с
серотонином, брадикинином и простагландином Е2 для активации воспалительных
реакций и сенситизации нервных окончаний в твердой мозговой оболочке [31, 32].

Предполагается, что как серотонин, так и гистамин, способствуют развитию
мигрени [4, 13, 14, 33]. Действительно, наши детальные исследования роли серото-
нина показали выраженное про-ноцицептивное действие этого соединения в ме-
нингеальных оболочках, но действие гистамина оставалось малоизученным [4, 6].

Результаты данного исследования с использованием широкого диапазона кон-
центраций гистамина в контроле и после сенситизации, и разных интервалов дей-
ствия этого соединения показали, что только небольшая доля менингеальных
нервных волокон реагирует на гистамин. Более того, даже в реагирующих волокнах
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интенсивность эффекта гистамина очень низкая, особенно по сравнению с другим
медиатором тучных клеток, серотонином. Это может объясняться отсутствием
ионотропных рецепторов для гистамина, тогда как мощный возбуждающий эф-
фект серотонина на нервные терминали в менингеальных оболочках реализуется,
главным образом, через ионотропные 5-HТ3-рецепторы [4, 6].

Следует отметить, что, в отличие от неопределенной роли гистамина при мигрени,
хорошо известным фактом является то, что гистамин – это один из основных сти-
муляторов зуда [7, 34]. Этот эффект основан на его взаимодействии, через Н1-ре-
цепторы, с TRPV1-рецепторами экспрессированными в нервных волокнах в коже
[10, 18, 35]. Хотя TRPV1-рецепторы широко представлены в нервных окончаниях в
мозговых оболочках [2], результаты данного исследования позволяют предполо-
жить, что сопряжение между метабототропными рецепторами гистамина и TRPV1,
являются малоэффективными в менингеальных оболочках. Можно думать, что одной
из эволюционных причин этого, может быть недоступность тканей твердой мозговой
оболочки для чесания, которое является эффективным способом уменьшения зуда
кожи [36]. Кроме того, некоторые данные указывают на то, что дегрануляция тучных
клеток, вызываемая нейропептидами, высвобождаемыми из афферентных окончаний,
ингибируется гистамином через Н3-рецепторы. Это может служить тормозным ме-
ханизмом для активации терминалей не только гистамином, но и серотонином,
который также содержится в гранулах тучных клеток. Существование таких обратных
контуров регуляции указывает на сложные взаимодействия между ключевыми кле-
точными элементами и сигнальными системами в менингеальных оболочках, в ре-
зультате которых формируется болевой сигнал при мигрени.

В заключение, наше исследование не отрицает потенциальной роли гистамина
при мигрени, но предполагает, что нервные окончания не являются эффективной
мишенью для прямого действия гистамина. Возможно, что гистамин действует на
сосуды, экспрессирующие несколько подтипов гистаминовых рецепторов [37–39],
либо способствует нейровоспалению [13], или, как указано выше, регулирует
функцию тучных клеток [14]. Это соответствует представлению об участии в пато-
генезе мигрени не только нервов, но также менингеальных сосудов и тучных клеток,
поддерживающих воспалительные и ноцицептивные процессы, лежащих в основе
длительной боли при мигрени.
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Meninges surrounding brain have an abundant blood supply, high density of sensory
nerves and occupied by a large number of mast cells. In migraine, the most common
neurological disorder, activation of the trigeminal nerve fibers in meninges serves as the
initial step in the generation of pain signals. A new concept of the neuro-immune syn-
apse suggests that the mediators released from mast cells are able to activate receptors in
nearby nerve endings, generating nociceptive spikes. Serotonin and histamine suggested
as the putative migraine triggers are the classical mediators secreted during degranula-
tion of mast cells. Our recent studies indicated the leading role of 5-HT3 receptors in ro-
bust serotonin-induced activation of primary afferents. However, the role of histamine
in the meningeal neuro-immune synapse remained poorly understood. Therefore, by record-
ing spikes from the rat primary afferents in meninges, we investigated the role of hista-
mine as a trigger of migraine pain. We found that out of all tested concentrations, hista-
mine, only in 10 μМ slightly (about 12%) increased the nociceptive activity in the tri-
geminal nerve. A detailed cluster analysis revealed that the number of fibers reacting to
histamine did not exceed 29% and in single fibers, this effect was much weaker than the
effect of serotonin. Even a long, 4 h, exposure to histamine did not change the activity of
the trigeminal nerve significantly. The results of this study do not exclude the stimulating
role of histamine in migraine but suggest that the action of this mast cell mediator, does
not involve a significant activation of the trigeminal nerve.

Keywords: migraine, nociception, trigeminal nerve, action potential, histamine, serotonin
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