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В настоящее время появляется всё больше све-
дений о роли серотонина в восстановлении мотор-
ных функций при травмах спинного мозга [1, 2]. 
В здоровом мозге нисходящие серотонинергические 
волокна из ядер шва устанавливают прямые кон-
такты с мотонейронами [3, 4]. При травмах мозга 
нарушается доставка серотонина к моторным ядрам 
спинного мозга, а также повреждаются дендриты 
мотонейронов и премоторных интернейронов [5, 6], 
на  которых  находится  основная  доля  синапсов 
и в модуляции активности которых участвует серо-
тонин. Повреждение дендритов необязательно при-
водит к гибели мотонейрона, однако функцио-
нальные свойства повреждённого мотонейрона 
могут  измениться.  Эти  изменения  важно  знать 
и учитывать при разработке рациональных способов 
терапии травм спинного мозга.

Цель настоящего исследования —  сравнение 
электрофизиологических свойств у повреждённых 
и неповреждённых мотонейронов и анализ модули-
рующего влияния на них серотонина.

Изучение электрофизиологических свойств мо-
тонейронов спинного мозга остаётся методически 
сложной задачей, так как тонкие срезы спинного 
мозга взрослых млекопитающих обладают низкой 
жизнеспособностью [5, 6]. В настоящей работе ис-

пользовали препарат изолированного поясничного 
сегмента спинного мозга взрослой лягушки (Rana 
ridibunda). Методика приготовления препарата была 
подробно описано нами ранее [7, 8]. Препарат спин-
ного мозга лягушки имеет ряд преимуществ по срав-
нению с препаратами млекопитающих. Во-первых, 
спинальные нейроны лягушки в меньшей степени 
подвержены гибели по причине гипоксии. Во-вто-
рых, благодаря особенностям морфологии мотоней-
ронов можно просто и надёжно получить повре-
ждённые и неповреждённые мотонейроны на одном 
препарате. Поясничный мотонейрон —  самая круп-
ная клетка спинного мозга лягушки. Он имеет очень 
разветвлённое дендритное дерево, дендриты пояс-
ничных мотонейронов лягушки распространяются 
в ростро-каудальном направлении на расстояние 
до 2 мм [9]. В экспериментах мы использовали фрон-
тальные срезы толщиной 2–3 мм (рис. 1). При такой 
толщине среза мотонейроны в середине среза оста-
ются в основном неповреждёнными.

Для перфузии использовали раствор следующего 
состава (мМ): 100 NaCl; 2 KCl; 0,5 MgCl2; 5,5 глю-
коза;  1,5  CaCl2;  9  NaHCO3;  2  трис-HCl-буфер; 
рН 7,4–7,6, аэрируемый газовой смесью (98% О2 
и 2% СО2) и имеющий температуру 16–18 °C. Серо-
тонин (10 мкМ) и блокатор натриевых каналов те-
тродотоксин (ТТХ, 1 мкМ) добавляли в перфузиру-
ющий раствор.

Потенциалы отводили внутриклеточно с по-
мощью острых стеклянных микроэлектродов с диа-
метром кончика 1–1,5 мкм и сопротивлением 10–
20 МОм, заполненных раствором KCl (3М). Потен-
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циалы регистрировали с помощью микроэлектрод-
ного дифференциального усилителя, оцифровывали 
c частотой 10–20 кГц с помощью АЦП NIUSB-6211 
(“National Instruments”, США) и записывали на ком-
пьютере, используя программу WinWCP (“Strathclyde 
Electrophysiology Software”, Великобритания). Мо-
тонейроны идентифицировали по антидромному 
потенциалу действия (ПД), возникающему при сти-
муляции вентрального корешка.

Для статистического анализа и построения гра-
фиков использовали программы SigmaPlot 11.0 и MS 
Excel. Достоверность различий между группами мо-
тонейронов оценивали с помощью непарного кри-
терия t Стьюдента, влияние 5-HT —  с помощью 
парного критерия t.

Чтобы определить область нахождения повре-
ждённых мотонейронов в срезе мозга толщиной 
2 мм, мы измерили антидромный полевой потен-
циал, вызванный стимуляцией вентрального ко-
решка, при продвижении микроэлектрода верти-
кально вниз от ростральной поверхности вдоль 
колонки мотонейронов с шагом 100 мкм (рис. 2). 
Обнаружили, что в ростральной (0–300 мкм) и ка-
удальной (1700–2000 мкм) частях среза антидром-
ный полевой потенциал был значительно меньше 
по амплитуде и площади, чем в середине среза (400–
1600 мкм), что обусловлено отсечением дендритов 
мотонейронов в ростральном/каудальном слоях. 
Средние значения площади под кривой для анти-
дромных полевых потенциалов в поверхностном 

слое составили 0,26 ± 0,10 (здесь и далее M ± m, 
n = 5), в глубине среза —  0,5 ± 0,2 мВ · мс (p < 0,05).

Основываясь на этом наблюдении, мы разделили 
все исследованные мотонейроны на две группы: 
неповреждённые мотонейроны (НМ), сома которых 
располагалась на глубине 300–1200 мкм (n = 13), 
и повреждённые мотонейроны (ПМ), локализован-
ные на глубине до 300 мкм от поверхности среза 
(n = 7). Потенциал покоя у НМ был меньше (-67,2 ± 
± 1,6 мВ), чем у ПМ (-55,0 ± 1,4 мВ, p < 0,01). Вход-
ное сопротивление составило 7,3 ± 0,7 МОм у НМ, 
тогда как у ПМ сопротивление было в 2,5 раза выше 
(17,1 ± 2,5 МОм, p < 0,01), что обусловлено умень-
шением площади поверхности мембраны, так как 
многие дендриты были обрезаны при приготовлении 
препарата.  Пиковая  амплитуда  антидромного 
спайка, измеренная от потенциала покоя до пика, 
составила 60 ± 3 мВ у ПМ и была на 25% выше у НМ 
(75,1 ± 1,9 мВ, p < 0,01). Амплитуды быстрой (fAHP) 
и средней (mAHP) фаз следовой гиперполяризации 
были больше у НМ (-12,9 ± 1,2 и -3,0 ± 0,2 мВ соот-
ветственно), чем у ПМ (-8,4 ± 0,8 и -0,8 ± 0,1 мВ, 
p < 0,05). Также достоверно различались значения 
полуширины ПД, составившие 0,8 ± ± 0,3 мс у НМ 
и 1,6 ± 0,1 мс у ПМ (p < 0,05).

Влияние 5-НТ (10 мкМ) исследовали на 8 НМ 
и 6 ПМ. Аппликация 5-НТ в перфузирующий рас-
твор вызвала в течение 3–5 мин небольшую депо-
ляризацию у НМ (на 3,4 ± 0,5 мВ) и ПМ (2,0 ± 
± 0,3 мВ), которая сохранялась в условиях блока 
спайковой активности с помощью ТТХ. Мы не вы-

2 мм

0–300 мкм

300–1200 мкм

Аксоны мотонейронов

Вентральный корешок

Внутриклеточный
микроэлектрод

ПМ

НМ

Рис. 1. Схема эксперимента. Изолированный поясничный сегмент спинного мозга лягушки Rana ridibunda (фрон-
тальный срез толщиной 2–3 мм), НП —  неповреждённый мотонейрон, находящийся на глубине 300–1200 мкм 
от ростральной поверхности среза, ПМ —  повреждённый мотонейрон с частично отрезанными дендритами, нахо-
дящийся на глубине до 300 мкм.
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явили существенного влияния 5-НТ на амплитуду 
и полуширину антидромного ПД у НМ и ПМ. Од-
нако мы обнаружили значимый и разнонаправлен-
ный эффект 5-НТ на следовую гиперполяризацию 
у ПМ и НМ. В НМ 5-НТ уменьшил амплитуду fAHP 
на 33% с -12,9 ± 1,2 до -8,6 ± 1,5 мВ (p < 0,05), а ам-
плитуду mAHP — на 43% с -3,0 ± 0,2 до -1,7 ± 0,5 мВ 
(p < 0,05, рис. 3а). У ПМ 5-HT увеличил амплитуду 
fАНР в полтора раза с -8,4 ± 0,8 до -12,3 ± 1,1 мВ 
(p < 0,01), а mAHP — на 62% с -0,8 ± 0,1 до -1,3 ± 
± 0,2 мВ (p < 0,05, рис. 3б). Увеличение fAHP под 
действием 5-НТ было тем больше, чем ближе к ро-
стральной поверхности среза находился ПМ, т. е. 
имела место зависимость увеличения fAHP от сте-
пени повреждения дендритов клетки.

Поскольку  изменение  свойств  АНР  влияет 
на частоту спайков [10], то мы определили, как ме-
няется количество антидромных ПД, вызванных 
однократной стимуляцией вентрального корешка, 
после добавления 5-НТ в перфузирующий раствор. 
Мы обнаружили, что 5-HT увеличивает число спай-
ков,  зарегистрированных  в  течение  1  секунды 
с 2,1 ± 0,5 до 8,2 ± 0,4 спайков у НМ, тогда как у ПМ 
число спайков не изменилось (рис. 4).

Таким образом, результаты проведённого иссле-
дования показывают, что свойства мотонейронов 
и влияние на них нейромодуляторов, например 5-HT, 
могут коренным образом изменяться после повреж-
дений. У НМ 5-НТ уменьшает mАНР, что было пока-
зано на разных видах животных: морской свинке, 
мышах, черепахах [10, 11, 13]. Фаза mАНР обусловлена 
работой апаминчувствительных Са2+-зависимых K+-
каналов [10, 14]. При уменьшении mAHP снижается 
спайковая аккомодация и мотонейрон разряжается 
дольше и с более высокой частотой [12]. Таким обра-
зом, модуляция mAHP определяет настройки выхода 
мотонейронов [13]. Интересно, что на ПМ 5-НТ ока-
зывал противоположное действие. Амплитуды fAHP 
и mAHP возрастали, а частота разрядов не увеличи-
валась. Ослабление активности ПМ, возможно, пред-
охраняет их от гибели.

Какие  конкретно  молекулярные  механизмы 
участвуют в данном ответе ПМ, пока не выяснено. 
В доступной литературе мы не нашли сведений 
о действии 5-НТ на ПМ, поэтому необходимо про-
ведение специальных экспериментов.

Различия в параметрах ПД при регистрации 
неповреждённых и частично повреждённых мо-

100 мкм 1700 мкм

600 мкм 1400 мкм

ПМ

НМ

мс

10 15 20 25 30 10 15 20 25 30

10 15 20 25 30 10 15 20 25 30

1 мВ

Рис. 2. Примеры регистрации антидромного полевого потенциала в зонах расположения мотонейронов с частично 
повреждённой (вверху) и с неповреждённой (внизу) структурой. Цифрами указана глубина погружения микроэлек-
трода от ростральной поверхности среза толщиной 2 мм. Серым цветом показаны индивидуальные пробеги, чёр-
ным —  усреднение 30 пробегов.
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тонейронов свидетельствуют о том, что экспери-
ментальные результаты, полученные на тонких 
срезах, для крупных ветвистых клеток должны 
интерпретироваться с учётом их возможного по-
вреждения.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания ФАНО России (тема по ПФНИ ГАН-63 “Ней-
рофизиологические механизмы регуляции функций 
и их эволюция” АААА-А18-118012290372–0) и час-
тично поддержана грантом РФФИ 18–04–00247.
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Рис. 3. Действие 5-НТ на fAHP и mAHP антидромного ПД в неповреждённом (а) и повреждённом (б) мотонейроне. 
Контроль (чёрный цвет), при аппликации 5 и 10 мкМ 5-НТ (светло-серый и тёмно-серый цвет соответственно). 
(в) —  диаграммы, иллюстрирующие достоверное уменьшение обеих фаз АНР при аппликации 5-НТ в НМ (n = 8) и 
увеличение их в ПМ (n = 6), M ± m, *p < 0,05, **p < 0,01.

НМ ПМ

Контроль

5-НТ 5-НТ

50 мВ

200 мс

Рис. 4. Действие 5-НТ на количество антидромных ПД в НМ и отсутствие его влияния в ПМ. Калибровочный тол-
чок — 50 мВ, 1 мс. Наложение 6 пробегов. Контроль — верхние записи, при аппликации 5-НТ — нижние записи.
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SEROTONIN DIFFERENTIALLY MODULATES THE FUNCTIONAL  
PROPERTIES OF DAMAGED AND INTACT MOTONEURONS  

OF THE FROG SPINAL CORD
N. I. Kalinina, A. V. Zaitsev, Academician of the RAS N. P. Vesselkin
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The role of serotonin in the recovery of motor functions in spinal cord injuries is intensively studied, but the 
mechanism of its action remains unclear. In this work, we used the preparation of an isolated segment of the 
spinal cord of an adult frog to compare the electrophysiological properties of damaged and intact lumbar moto-
neurons and the modulating effect of serotonin (5-HT) on them. Due to specific morphology of the motoneurons 
(a very branched dendritic tree), we could reliably obtain damaged (on the surface of the slice) and intact moto-
neurons (in the depth of the slice). Using intracellular recording, we found significant differences between these 
groups of neurons in the resting membrane potential, input resistance, properties of the action potential (ampli-
tude, duration, fast and medium phases of the afterhyperpolarization), the frequency of spikes. We found that 
5-HT reduced the amplitude of the afterhyperpolarization and increased the frequency of spikes in intact neurons, 
whereas in damaged motoneurons, 5-HT increased the amplitude of the afterhyperpolarization and did not affect 
the frequency of discharges. The results of the study show that the properties of the motoneurons and the effect 
of neuromodulators on them, in particular, 5-HT, can change after damage.

Keywords: lumbar motoneuron, spinal cord, serotonin, frog.
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