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Аннотация. Ранее с помощью протеолитического фермента — проназы, разрушающей глиальные 
клетки, на основе нервного ганглия медицинской пиявки создана нервная структура, состоящая 
исключительно из нейронов, соединенных электрическими синапсами — своеобразная безглиальная 
нервная система. Было показано, что при отсутствии глии на отростках нейронов в ганглии происходит 
формирование электрических синапсов (ЭС). Исследование импульсной активности одного  
из нейронов в ганглии — нейрона Ретциуса (НР) показало, что вместо одиночного спонтанного спайка, 
характерного для нейрона в норме, НР генерирует пачку импульсов реверберационного типа. Каждая 
пачка состоит из 3–7 импульсов, количество которых характерно для каждого нейрона. Длительность 
первого импульса в пачке равна длительности спайка нейрона в контроле (в среднем 6 мс),  
а длительность всех последующих в три раза меньше (в среднем 2 мс). Статистический анализ 
длительности импульсов позволил предположить, что первый импульс в пачке — собственный 
спонтанный спайк нейрона, а последующие импульсы — это производные от первого, сформированные 
электрическими синапсами на его отростках и возвратившиеся к нейрону по его нервному волокну 
антидромно. Путем графического моделирования проанализирован механизм формирования пачечной 
активности нейрона. Показано, как при преодолении одним импульсом цепочки электрических 
синапсов на отростках нейрон может генерировать пачечную активность реверберационного типа.

Ключевые слова: нейрон Ретциуса, Hirudo medicinalis, проназа, реверберационная активность, 
спонтанная импульсная активность, электрический синапс, gap janction
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Abstract. The purpose of this article was to demonstrate the variation of impulse activity of a neuron when 
electrical synapses (ES) appear on its branches. The object of research was an abdominal nerve ganglion  
of a medical leech. Spontaneous impulse activity of one of the neurons on the surface of a ganglion was 
registered. In order to obtain ES we used 0.4% pronase solution to transform the ganglion into a new nerve 
structure, namely, a glial-free ganglion. We studied impulse activity frequency, amplitude and the duration 
of spikes of an individual neuron. It was found that in the glial-free ganglion, the neuron generates a burst 
of impulses. The duration of the first impulse in the burst is equal to the duration of a spontaneous spike  
of a neuron, usually (6.00±0.86 ms and 5.95±0.29 ms), and the duration of subsequent impulses in the burst 
is equal to 2.45±0.5 ms. A gradual drop in the amplitude and a change in the duration of impulses  
in the burst is a typical sign of reverberation. Using a graphical model, we have attempted to demonstrate 
the way in which a chain of ES between neuronal processes in a ganglion can generate reverberant activity 
in one cell without involving the soma of other cells. The graphic model shows the processes underlying  
this reaction. Thus, both the experimental and theoretical analysis of such a simple model of nervous tissue 
as the modified ganglion of an abdominal nerve chain of the leech demonstrates the diversity and undiscovered 
possibilities of ES contribution to the neural mechanisms of the nervous system.

Keywords: Retzius neurons, Hirudo medicinalis, pronase, reverberation activity, spontaneous impulse 
activity, electrical synapse, gap junction

Введение

Электрические синапсы (ЭС) представляют 
собой широко распространенную форму меж-
нейронной коммуникации мозга. Известно, что 
они обеспечивают метаболическую связь, об-
легчают и синхронизируют нейрональную ак-
тивность, контролируя сенсорную, моторную  
и нейроэндокринную функции у позвоночных 
и беспозвоночных животных. В настоящее вре-
мя значительное количество ЭС выявлено прак-
тически в каждой структуре головного мозга 
млекопитающих, где они образуют сети связан-
ных нейронов (Alcamí, Pereda 2019; Curti et al. 
2020; Ixmatlahua et al. 2020; Nagy et al. 2018; 
Thomas et al. 2020). Основываясь на кажущейся 
простоте механизма, лежащего в основе струк-
туры ЭС, взаимодействие между связанными 
нейронами изучали в основном с точки зрения 

синхронизации возбуждения. Работы, прове-
денные на мышах, нокаутных по белку ЭС,  
и исследования с применением блокаторов по-
зволили косвенно определить функциональную 
роль ЭС в электрогенезе и участие их в более 
сложных нервных процессах, в том числе памя-
ти (Başar, Düzgün 2016; Bissiere et al. 2011; Curti 
et al. 2022; Nagy et al. 2018; Wang, Belousov 2011).

Существует мнение, что ЭС между нервными 
клетками в ЦНС остаются в зрелом мозге после 
постнатального развития в меньшем количестве, 
достаточном для его нормальной активности, 
и вопрос, возникают ли они de novo, как и когда, 
остается открытым (Lee et al. 2010; Peinado et al. 
1993; Walton, Navarette 1991). Исследования, 
посвященные новообразованию ЭС в нервных 
структурах, показывают неоднозначные резуль-
таты. Например, ЭС, возникающие между клет-
ками мозга при травмах, приводят к формиро-
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ванию патологического состояния (Belousov et 
al. 2017; Kirichenko et al. 2021; Mylvaganam et al. 
2014), а новообразование ЭС по мере взросления 
организма вызывает улучшение ряда функций 
нейронов (Long et al. 2004; Parker et al. 2009).

Таким образом, ЭС, их особые свойства, роль 
в формировании импульсной активности как 
взаимосвязанных, так и отдельных нервных 
клеток в мозге остаются все еще мало исследо-
ванными. Изучение свойств и особенностей ЭС 
in vivo сдерживает ряд факторов, главным из 
которых, как считают, является сложность  
доступа к нервным клеткам и их отросткам  
в мозге in vivo и отсутствие простого экспери-
ментального объекта.

В морфологических исследованиях на ган-
глиях пиявки, моллюска и лягушки, используя 
проназу в качестве агента, разрушающего гли-
альные клетки, мы получили и проанализиро-
вали структуру и свойства этой своеобразной 
безглиальной нервной системы. Электронно-
микроскопические исследования показали, что 
нейроны в такой нервной системе соединены 
между собой исключительно ЭС (Sotnikov et al. 
2023). В прижизненных исследованиях реги-
страция импульсной активности нервных клеток, 
входящих в состав такого ганглия, показала, что 
отдельный нейрон приобретает способность 
вместо одиночного спонтанного спайка генери-
ровать пачечную активность (Sergeeva et al. 2020).

Таким образом, нам удалось создать “простую 
нервную систему”, позволяющую в прижизнен-
ных экспериментах ответить на ряд нерешенных 
до настоящего времени вопросов, таких как 
условия и время, необходимое для образования 
ЭС de novo, механизм формирования импульс-
ной активности отдельного нейрона, специфи-
ка электрогенеза нейрона при аксональных или 
дендритных ЭС на его отростках.

Цель настоящей работы — проанализировать 
спонтанную импульсную активность нейрона 
при образовании на его аксонах ЭС и возможный 
механизм формирования нейроном в этих ус-
ловиях пачечной активности реверберацион-
ного типа. 

Материалы и методы исследования

Объект исследования
Объектом исследования служил брюшной 

нервный ганглий медицинской пиявки (Hirudo 
medicinalis). Половозрелые пиявки были специ-
ально выращены на «КНМ Биофабрика», Санкт-
Петербург. Животных наркотизировали в хо-
лодной воде, вскрывали с брюшной стороны, 

извлекали часть брюшной нервной цепочки. 
Один из ганглиев помещали в пластиковую 
камеру и фиксировали на резиновой подложке 
за окружающие ткани, заливали препарат рас-
твором Рингера для пиявки (130 мМ NaCl, 4 мМ 
KCl, 1,8 мМ CaCl2, 48 мМ глюкозы, pH = 7,4). 
Нервные клетки в ганглии (n = 20) подкраши-
вали 0,01%-ным раствором нейтрального крас-
ного, в результате чего на поверхности ганглия 
становились видны два крупных нейрона Рет-
циуса (НР). Экстраклеточный отводящий золо-
той микроэлектрод в стеклянной изоляции 
подводили к одному из них под контролем 
микроскопа МБС-10. Регистрировали спонтан-
ную импульсную активность НР. Затем раствор 
Рингера для пиявки заменяли на раствор, со-
держащий проназу в концентрации 0,4% (лио-
филизированная проназа из Streptomyces grisens, 
Serva). В этом растворе ганглий находился  
в течение часа. После этого времени ганглий 
аккуратно перфузировали стандартным раство-
ром Рингера, удаляя разрушенные глиальные 
оболочки. Вновь регистрировали спонтанную 
импульсную активность НР. Для статистическо-
го анализа амплитуды и длительности импуль-
сов выбирали нейроны, у которых в пачке было 
от четырех до шести импульсов. Статистически 
обрабатывали первые четыре импульса. Элек-
трическую активность нейрона визуально ана-
лизировали на осциллографах: С1-93 (Россия), 
цифровом осциллографе GDS-806S «GW Instek» 
(Тайвань). Результаты экспериментов обраба-
тывали на компьютере, используя программу-
приложение к цифровому осциллографу GDS-
806S Free Capture V2.05 и специальное 
программное обеспечение. Статистическую 
обработку результатов (подсчет среднего  
и ошибки среднего) проводили с использова-
нием программного обеспечения Microsoft 
Excel for Windows. 

Характеристика сформированной нервной 
структуры

Действие проназы вызывает разрушение 
глиальных оболочек и околомембранных белков 
сети, что приводит к формированию межкле-
точных щелевых контактов между отдельными 
нейронами (Sotnikov et al. 2009).

Протеазы не изменяют амплитудные и ки-
нетические характеристики возбудимых мембран 
нервных клеток (Lunko et al. 2014), что позво-
ляет работать с нейронами, мембрана которых 
сохранила свои электрические свойства.

Секвенирование генома медицинской пияв-
ки показало наличие генов иннексина, что ука-
зывает на способность формировать между 
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нервными клетками и их волокнами ЭС (Dykes 
et al. 2004; Firme et al. 2012; Kandarian et al. 2012).

В культуре нервной ткани при отсутствии 
глиальных клеток нейроны пиявки при контак-
те мембран формируют между собой ЭС (De-
Miguel 2000), схожий феномен наблюдается  
и в наших экспериментах (Sotnikov et al 2023).

Электронно-микроскопические исследования 
и опыты с заменой ионов Ca2+ в физиологическом 
растворе на ионы Mg2+ подтвердили, что в соз-
данной нервной структуре нет химических 
синапсов между нейронами (Sergeeva et al. 2020; 
Sotnikov et al. 2023).

Таким образом, обработка брюшного нерв-
ного ганглия медицинской пиявки проназой 
позволила создать «простую нервную систему» 
адаптированную к исследованию роли ЭС  
в формировании электрической активности 
отдельного нейрона, включенного в эту нервную 
структуру.

Результаты экспериментов

Электрическая активность отдельного 
нейрона

НР обладает спонтанной ритмической им-
пульсной активностью (ИА), что снимает не-
обходимость внутриклеточно раздражать ней-
рон искусственно подобранными стимулами.  

В контроле нейрон генерирует спонтанную ИА 
частотой 0,28 ± 0,004 имп/с.

После действия проназы спонтанная ИА  
у НР приобретает характер пачечной активности. 
Вместо одиночного спонтанного спайка  
НР генерируют пачку импульсов частотой  
0,25 ± 0,07 пачки в сек, то есть клетка вместо 
одиночного спайка с той же частотой генериру-
ет пачку импульсов. Частота спонтанной ИА  
в норме достоверно не отличается от частоты 
спонтанной пачечной ИА при действии прона-
зы (рис. 1, c).

На рисунке 1 a, b представлены осциллограм-
мы опытов. Такая связь между частотой спон-
танной активности нейронов в норме и после 
изменения структуры нервного ганглия под 
действием проназы может свидетельствовать 
о том, что именно одиночный спонтанный спайк 
нейрона, претерпевая изменение в цепочке ЭС, 
преобразуется в реверберационный спонтанный 
электрический сигнал.

Длительность спонтанного спайка в норме 
равна 5,95 ± 0,29 мсек (рис. 2, a).

Такая длительность спайка характерна для 
НР и зависит от активности двух типов  
Na-каналов на его мембране (Sergeeva 2020). 
Важным фактом является то, что длительность 
первого спайка в пачке (рис. 2, b) равна 6,00 ± 
0,86  мсек, что достоверно не отличается  
от длительности спонтанного спайка в контроль-

Рис. 1. Спонтанная импульсная активность нейрона: a — в норме; b — после действия проназы  
на нервную структуру ганглия, калибровка: 50 мкВ, 1 сек; c — частотные характеристики нейрона:  

1 — в норме в имп/сек, 2 — после действия проназы в пачка/сек

Fig. 1. Spontaneous impulse activity of the neuron: a—normal; b—after the exposure of the ganglion nerve 
structure to pronase, сalibration: 50 μV, 1 s; c—a comparison of the neuronal frequency characteristics:  

1—normal, imp/sec, 2—after the action of pronase, bursts/sec 
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ном эксперименте. В то же время, длительность 
последующих импульсов в пачке достоверно 
отличается от первого импульса в пачке  
и от спонтанного спайка в норме и равна  
2,45 ± 0,5 мсек (рис. 2, c).

Различия в длительности спайков свидетель-
ствуют, что первый спайк в пачке — это соб-
ственный спонтанный спайк нейрона, который 
генерируется в аксонном холмике. Последующие 
импульсы, почти в три раза меньшие по длитель-
ности, схожи с нервными импульсами, которые 
обычно распространяются по нервному волок-

ну при его прямом или антидромном раздраже-
нии. По-видимому, эти импульсы являются 
производными первого спайка, который, прой-
дя через несколько ЭС между двумя волокнами 
и претерпев изменения формы и амплитуды, 
возвращается к нейрону по его нервному  
волокну. И этот факт подтверждает наше вы-
сказанное ранее предположение. Возможный 
механизм превращения одиночного спайка  
в пачку импульсов и участие в этом цепочки ЭС 
мы постараемся объяснить при помощи графи-
ческой модели.

Рис. 2. Электрические характеристики импульсной активности нейрона: a — спонтанный спайк в норме; 
b — пачечная активность после действия проназы, калибровка: 50 мкВ, 10 мсек; c: 1 — амплитуда 
спонтанного спайка в норме, 2 — амплитуда первого импульса в пачке после действия проназы,  

3 — амплитуда последующих импульсов в пачке после действия проназы; d — изменения длительности 
импульсов в пачке, 1 — период между первым и вторым спайками, 2, 3, 4 — между последующими;  
e — латентные периоды между импульсами в пачке, 1 — период между первым и вторым спайками,  

2, 3, 4 — между последующими. По оси ординат: с — длительность в мсек, d — амплитуда в мкВ,  
e — длительность в мсек

Fig. 2. The electrical characteristics of the impulse activity of the neuron: a—the spontaneous spike in the norm; 
b—burst activity after the action of pronase, сalibration: 50 μV, 10 ms; c: 1—the amplitude of the spontaneous spike 

in the norm, 2—the amplitude of the first impulse in the burst after the action of pronase, 3— the amplitude of 
subsequent impulses in the burst after the action of pronase; d— changes in the duration of impulses in the 

burst, 1—the period between the first and the second spikes, 2, 3, 4— the period between the subsequent spikes; 
e—the latency period between the impulses in a burst, 1—the period between the first and the second spikes,  

2, 3, 4—the period between the subsequent spikes. The ordinate axis: c—duration, ms, d—amplitude,  
μV, e—duration, ms



240	 https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2023-4-2-235-243

Электрические синапсы на аксоне...

Анализ амплитуды показал, что каждый по-
следующий импульс в пачке в среднем умень-
шается на 15%, изменяясь от 127,5 ± 11,7 мкВ до 
69,5 ± 10,6 мкВ (рис. 2, d). Такая форма пачечной 
активности характерна для процесса ревербе-
рации и, по-видимому, связана со свойствами 
ЭС, которые требуют дальнейшего исследования. 
Латентные периоды между импульсами в пачке 
в среднем равны 13 мсек и достоверно не от-
личаются друг от друга (рис. 2, e). В этом тоже 
есть определенная закономерность, которая 
требует анализа в дальнейшем. Число импульсов 
в пачке, а их в различных опытах может быть 
от трех до семи, возможно будет зависеть  
от количества ЭС на нервном волокне НР.

Таким образом, электрические контакты  
на отростках нейрона не просто полностью 
перестраивают его спонтанную электрическую 
активность, но и вызывают формирование  
у этой клетки импульсной активности ревербе-
рационного типа.

Обсуждение

Графическое моделирование 
реакции реверберации

Графические модели являются общепринятым 
инструментом для отображения межнейронных 
связей (Hunnicutt, Krzywinski 2016; Maraver et 
al. 2018; Simões de Souza, De Schutter 2011;  

Sotnikov 2021), они использовались в том числе  
и для самых ранних доказательств механизма 
возникновения реверберации (Arbib et al. 1974; 
Eccles 1973). С помощью графической модели 
мы попытаемся показать треки импульсов, про-
ходящих через ЭС, и объяснить механизм фор-
мирования реверберационной активности от-
дельного нейрона. Рассматривая возможные 
пути и направления спонтанного нервного 
импульса от сомы по отростку нейрона, на ко-
тором расположено то или иное количество 
щелевых электрических контактов, мы есте-
ственно включили в схему отросток еще одной 
нервной клетки в ганглии, с которой наш нейрон 
сформировал ЭС. Обязательным условием яв-
ляется двустороннее направление движения 
импульса по соседнему волокну после прохож-
дения ЭС. На фрагменте «а» рисунка 3 пред-
ставлена упрощенная графическая модель дви-
жения спонтанного спайка (красный трек)  
от нейрона (Н) по его волокну (4) и прохождение 
его через электрические синапсы (1, 2, 3),  
сформированные между двумя нервными во-
локнами — волокном нейрона Ретциуса (4)  
и волокном еще одного нейрона в ганглии (5).

Как показывает схема, спонтанный спайк, 
пройдя через первый ЭС (1) в постсинаптическом 
волокне, раздваивается на два импульса, кото-
рые направляются налево и направо по нервно-
му волокну второй клетки (5). Распространяясь 
направо по волокну второй клетки до второго 

Рис. 3. Графическая модель распространения спонтанного импульса по отросткам нейронов, 
объясняющая формирование реверберации. a — N — нейрон Ретциуса, 1, 2, 3 — электрические синапсы, 

4 — нервное волокно нейрона Ретциуса, 5 — нервное волокно второго нейрона. Стрелками показаны 
треки: красным — спонтанного спайка, синим — «возвратных» импульсов. b — возможная связь между 
числом электрических синапсов и количеством импульсов в пачке: 1 — спонтанный спайк, 2 — импульс, 

сформированный во втором синапсе, 3 — импульс, сформированный в третьем синапсе

Fig. 3. A graphical model of the propagation of a spontaneous impulse through the branches of neurons 
explaining the formation of a reverberation. A: N—Retzius neuron, 1, 2, 3—electrical synapses, 4—Retzius 

neuron nerve fiber, 5—the nerve fiber of the second neuron. The arrows show the tracks: the spontaneous spike 
in red, ‘return’ pulses in blue. B—a possible relationship between the number of electrical synapses and  

the number of impulses in the burst: 1—a spontaneous spike, 2—the impulse formed in the second synapse,  
3—the impulse formed in the third synapse
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ЭС (2) и пересекая его, электрический сигнал 
делится на два импульса, один из которых анти-
дромно возвращается по волокну нейрона Рет-
циуса (4) к его телу, вызывая генерацию второ-
го импульса. Движение импульса по волокну 
второй клетки к третьему синапсу вызывает 
возникновение третьего «возвратного» импульса. 
Понятно, что это упрощенная схема. Штриховая 
линия демонстрирует трек спонтанного спайка, 
который, распространяясь дальше по волокну 
НР, может встретить ЭС и пройти через него  
на нервное волокно второй клетки, и так далее. 
Может создаться мнение, что на нейритах долж-
но произойти неуправляемое хаотичное движе-
ние электрических импульсов, но электрофи-
зиологические эксперименты демонстрируют, 
что ЭС формируют строгую ритмичность им-
пульсной активности нейрона. И это еще одно 
важное неисследованное свойство цепочки ЭС.

Таким образом, графическая модель позво-
ляет приблизиться к объяснению того, как спон-
танный спайк нейрона и цепочка ЭС между 
нервными волокнами могут сформировать 
пачечную реверберационную активность одно-
го нейрона.

Заключение

Электрофизиологические эксперименты 
демонстрируют, что в результате преодоления 
спайком ЭС наблюдается изменение его формы. 
Изменение длительности спайка, по-видимому, 
происходит в ЭС, где он трансформируется  
в короткий электрический импульс, а постепен-
ное падение амплитуды вызвано падением силы 
тока при преодолении каждым из электрических 
импульсов последующего ЭС. Изучение выяв-
ленных в данном исследовании свойств ЭС, 
приводящих к столь значимым перестройкам 
электрической активности нейронов, демон-
стрирует роль отдельных клеток и их отростков 
в работе нейронной сети с ЭС.

Графическая модель демонстрирует, что для 
возникновения реверберационной активности 
не обязательны многоклеточные взаимосвязан-
ные структуры, как это продемонстрировано  
в классических работах Экллса и Арбиба с со-

авторами (Arbib et al. 1974; Eccles 1973). Ревер-
берационную активность может формировать 
отдельный нейрон, обладающий спонтанной 
активностью и ЭС на отростках. Как видно  
из модели, в постсинаптическом нервном во-
локне импульс теоретически способен пере-
мещаться в любом направлении, вызывая как 
антидромную, так и ортодромную активацию 
нервных клеток, связанных между собой элек-
трическими контактами, демонстрируя все 
многообразие вклада ЭС в нейрональные меха-
низмы нервной системы в целом. Представля-
ется, что в наших экспериментах при спонтанной 
активности сигнал от нейрона распространяет-
ся по аксонам и возвращается по ним, демон-
стрируя свойства аксональных ЭС. Будет ли 
импульсная активность нейрона иной при дру-
гой локализации ЭС, например, на дендритах, 
представляет определенный не только теоре-
тический (Pereda, Miller 2021), но и практический 
интерес. Предполагается изучить этот феномен 
при синаптическом раздражении нейрона Рет-
циуса.
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