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Резюме 
Изучены изменения внутриклеточных потенциалов 
покоя (ПП) и действия (ПД) идентифицированных ней-
ронов педальных и висцерального ганглиев ЦНС мол-
люска Planorbarius corneus, зарегистрированные с по-
мощью внутриклеточных микроэлектродов, и ионных 
токов изолированных нейронов при фиксации потен-
циала под влиянием орексина А в концентрациях 1, 10, 
100 и 1000 мкг/мл. Показано, что этот нейропептид 
модулирует электрическую активность нейронов: не-
значительно изменяет ПП, параметры ПД и частоту 
импульсной активности (ИА), что в целом можно оце-
нивать как активирующее действие. В концентрации 
1000 мкг/мл на фоне деполяризации наблюдали уве-
личение частоты ИА вплоть до подавления генерации 
ПД. В концентрации 1 мкг/мл орексин А увеличивал 
амплитуду медленного выходящего калиевого тока 
на 3–5 %, а в концентрациях 100 и более мкг/мл до-
зозависимо подавлял входящие ионные токи вплоть 
до 40 % при концентрации 1000 мкг/мл. При этом по-
давление натриевых токов было более сильным, чем 
кальциевых. Эффекты орексина А в высоких концен-
трациях можно считать неспецифическими и даже 
токсичными.

Орексины (orexinum) — новые и интенсивно из-
учаемые нейропептиды [10, 15, 19, 22, 30, 31, 32]. 
Орексин А содержит 33 аминокислоты, имеет две 
дисульфидные связи (cys6-cys12, cys7-cys14), 
необходимые для его функционирования. Орексин 
В — прямая цепочка из 28 аминокислот. Известны 
два орексиновых рецептора — OX1 и OX2, кото-
рые являются частью большого семейства рецеп-
торов, сопряженных с G белком (G protein-coupled 
receptors, GPCRs) [30]. У этих рецепторов наблюда-
ется 64-процентная идентичность в последователь-
ности аминокислот [10]. Орексин А имеет пример-
но одинаковую аффинность к обоим рецепторам, 
а орексин В реагирует в основном с OX2 и в 5 раз 
слабее орексина А. GPCRs рецепторы являются 
мишенью до 40 % выпускаемых лекарств, поэтому 
с открытием орексинов появилась надежда, что бу-
дут разработаны новые лекарства против различ-
ных расстройств сна, эффективные и обладающие 

меньшими побочными эффектами. Уже разрабаты-
ваются как орексиновые агонисты (для лечения нар-
колепсии), так и антагонисты (для лечения бессон-
ницы) [11, 22]. Орексины обнаружены у различных 
животных [8, 24, 38].

Орексиновые рецепторы имеются в гипоталами-
ческих нейронах головного мозга млекопитающих, 
эти нейроны участвуют в регуляции различных фи-
зиологических процессов: поддержании энергети-
ческого баланса, регуляции сна и бодрствования, 
пищевого поведения, ответных реакций на стресс 
и восприятие боли; они могут принимать участие 
в патогенезе многих заболеваний — сердечно-
сосудистых, наркологических (регулируя переноси-
мость наркотиков и их отмену), нарколепсии, нару-
шениях аппетита/чувства вкуса, эпилептиформных 
состояниях и других заболеваниях, связанных с об-
щим нарушением функций орексиновой системы 
[4, 13, 19, 27, 29, 36, 37].

Известные из литературы данные указывают на то, 
что орексины могут непосредственно увеличивать 
возбуждение нейронов в гиппокампе, воздействуя 
на постсинаптические ОХ1 и ОХ2 рецепторы. Орек-
сины могут увеличивать выделение ацетилхолина, 
ГАМК и глутамата в гиппокампе в результате потен-
циации возбуждения нейронов медиальной перего-
родки, на которых имеются ОХ1 и ОХ2 рецепторы [6, 
12, 14, 17, 23, 33, 39]. Вследствие этого может изме-
няться выраженность и частота гиппокампального 
тета-ритма. Они могут влиять на функционирование 
систем подкрепления, включая нейроны гиппокам-
па, префронтальной коры, миндалины, вентрального 
стриатума и вентрального области покрышки, непо-
средственно модулируя их активность через специ-
фические рецепторы [6, 10, 13]. За счет увеличения 
активности дофаминергических клеток и повыше-
ния выделения дофамина орексины могут изменять 
характер функционирования базальных ганглиев, 
улучшать функционирование систем подкрепления 
и облегчать пространственное обучение [31].

Биоэлектрическая активность нейронов является 
важнейшим средством межклеточных взаимодей-
ствий и отражает собою уровень их функционально-
го состояния. Клеточно-молекулярные механизмы 
нейропротекторного действия пептидов являются 
предметом пристального изучения биологов, меди-
ков и фармакологов [4, 14, 16, 18, 20, 34, 35]. Извест-
но, что довольно часто мишенью действия фармако-
логических средств являются не только рецепторы, 
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но и ионные каналы мембран клеток [1–3, 5, 7, 9, 26, 
28, 40, 41, 42]. Изучение изменений биопотенциалов 
и ионных токов нейронов под влиянием орексина 
А может способствовать пониманию механизмов его 
многообразной активности. Поскольку в литературе 
подобных данных мало [6, 14, 16, 18, 20, 21, 23, 25, 
34, 40–42], целью исследования было изучение из-
менений внутриклеточных потенциалов покоя, дей-
ствия, характера импульсной активности и транс-
мембранных ионных токов нейронов ЦНС моллюска 
катушки роговой (Planorbarius corneus) под влияни-
ем орексина А в широком диапазоне концентраций.

МЕТОДИКА 

Микроэлектродные исследования проведе-
ны на интактных идентифицируемых нейронах 
(100– 200 мкм) дорзальной стороны педальных 
и висцерального ганглиев изолированной ЦНС мол-
люска Planorbarius corneus. Использованы нейроны, 
обладающие спонтанной импульсной активностью 
(ИА) — нейроны кардиореспираторной системы 
и управляющие движениями ноги моллюска. Из тела 
вырезали кольцо ганглиев (ЦНС) и помещали в ка-
мерку объемом около 0,5 см3 с физиологическим 
раствором (в мМ/л): NaCl — 50; KCl — 2; CaCl

2
 — 4; 

MgCl
2
 — 1,5; трис-ОН — 10; рН — 7,5. Для регистра-

ции внутриклеточных биопотенциалов нейронов 
использовали стеклянные микроэлектроды, запол-
ненные 2,5 М KCl, с сопротивлением 10–20 мОм 
[1, 2, 5].

Субстанцию орексина А (C
152

H
243

N
47

O
44

S
4
, мо-

лекулярная масса 3561.12, Sigma, США) вводи-
ли в физиологический раствор до концентраций 
1, 10, 100 и 1000 мкг/мл и использовали сразу после 
растворения. При внеклеточном приложении реги-
стрировали изменения потенциала покоя (ПП), им-
пульсной активности (ИА), параметров потенциалов 
действия (ПД). Биопотенциалы вводили в компью-
тер с помощью аналого-цифрового преобразовате-
ля фирмы «L–Card» L-791 (Россия).

Измерения трансмембранных ионных токов при 
фиксации потенциала проведены на изолирован-
ных неидентифицированных нейронах с диаметром 
около 100 мкм [1, 2]. Из тела моллюсков вырезали 
окологлоточное кольцо нервных ганглиев, которое 
обрабатывали 0,25 %-м раствором смеси трипсина 
и проназы-Е в равном количестве в течение 40–50 мин 
и затем подвергали механическому разделению. Ис-
пользовали свежевыделенные нейроны (через 60–
120 мин после их выделения), а также на следующий 
день после хранения в холодильнике при 4 ºС. Для из-
мерения трансмембранных ионных токов применяли 
метод внутриклеточной перфузии изолированных 
нейронов и фиксации мембранного потенциала с ис-
пользованием электрофизиологической установки 
[1, 2, 5]. Орексин А добавляли в наружный (перфу-
зирующий) раствор. Эффекты орексина А на разных 

нейронах или повторно на одних и тех же нейронах 
качественно воспроизводились неоднократно. Ста-
тистическую обработку результатов проводили с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента и непараме-
трического U-критерия Вилкоксона–Манна–Уитни, 
поскольку нейроны были довольно разнородны, 
с различным исходным функциональным состояни-
ем. В каждом опыте использовали по 3–4 воздей-
ствия на нейроны при каждой его концентрации.

РЕЗуЛьТАТы ИССЛЕДОВАНИЯ 

Орексин А вызывал зависимые от концентрации 
незначительные гипер- и деполяризационные сдви-
ги ПП с соответствующими изменениями ИА и па-
раметров ПД. Эффекты стабилизировались через 
2–3 мин от начала действия, были обратимы и до-
вольно часто с небольшим гиперполяризующим по-
следействием в течение 5–15 мин. Перестройка ИА 
нейронов была разнообразной, что зависело от ис-
ходной величины их ПП (уровня функционального 
состояния), характера фоновой ИА и концентраций 
орексина А. На рисунках приведены наиболее харак-
терные реакции нейронов.

На рис. 1 (А, 1–6 и Б) представлены реакции 
нейрона правого педального ганглия (ППед1) 
с регулярной ИА на орексин А в концентрациях 
от 1 до 1000 мкг/мл. Небольшая гиперполяризация 
(примерно на 1 мВ) и урежение ИА с увеличением ам-
плитуд ПД при действии орексина А в концентрации 
1 и 10 мкг/мл (рис. 1 А, 2 и 4) сменялись на столь же 
небольшую деполяризацию (около 1 мВ) при дей-
ствии препарата в концентрации 100 мкг/мл с уре-
жением ИА (рис. 1 А, 6). После действия препарата 
в концентрации 1000 мкг/мл вместо деполяризации 
и учащения ИА очень замедленно возникала гипер-
поляризация нейрона на 2–4 мВ с восстановлением 
ИА и параметров ПД (рис. 1 А, 6).

На рисунке 2 показана динамика изменений 
электрической активности висцерального нейро-
на (В1) под влиянием орексина А в концентрациях 
100 и 1000 мкг/мл (фрагменты записей 2 и 3) и по-
вторное действие в концентрации 100 мкг/мл (фраг-
мент 5). Видно, что орексин А вызывает урежение ИА 
(рис. 2, запись 2, 3 и 5 в сравнении с контролем 1), 
а при повторном действии на этот же нейрон в кон-
центрации 100 и 1000 мкг/мл на фоне деполяриза-
ции происходило снижение частоты и уменьшение 
(подавление) амплитуд ПД (рис. 2 Б, 3–4 по сравне-
нию с 1). Эффект подавления ПД устранялся замед-
ленно (Б, запись 5).

На рисунке 3 на нейроне ППед1 показаны акти-
вирующий эффект орексина А при концентрации 
10 мкг/мл (А, запись 2), снижение амплитуды ПД при 
концентрации 100 мкг/мл (запись 3) и подавление 
ПД при концентрации 1000 мкг/мл (запись 4) с по-
следующим медленным восстановлением ИА (А, за-
пись 5 и Б, запись 5 и 6).
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При регистрация трансмембранных ионных токов 
на изолированных нейронах обнаружено, что под вли-
янием орексина А в концентрации 1 мкг/мл амплитуда 
медленного калиевого тока незначительно (на 3–5 %) 
возрастала (рис. 4 А, 2), а с увеличением действующей 
концентрации она столь же незначительно снижалась 
(запись 3). Подавление амплитуды кальциевых токов 
под влиянием орексина А было в меньшей степени, 
чем калиевых (рис. 4 Б, кривая 3), а натриевых — суще-
ственно сильнее — при концентрации 1000 мкг/мл их 
амплитуда уменьшалась до 40 % от контроля (рис. 4 Б, 
левая часть кривой 3 по сравнению с кривой 1), что 
можно считать специфическим для орексина А изби-
рательным действием на натриевые каналы, но как 
для лекарственного средства — неспецифическим.

Таким образом, полученные данные об измене-
ниях ПП (зависимая от концентрации гипер- и де-
поляризация) и о соответствующих изменениях 
параметров ПД, ИА и ионных токов нейронов ЦНС 
моллюска при действии орексина А в концентра-
циях 1 и 10 мкг/мл или после его действия во всех 
концентрациях убедительно свидетельствуют 
о его модулирующем (активирующем) действии 
на функциональное состояние клеток. Вместе 
с тем более высокие концентрации орексина А — 
1000 мкг/мл, а иногда даже 100 мкг/мл — начи-
нали оказывать неблагоприятное, но обратимое 
воздействие на нейроны, состоящее в развива-
ющейся деполяризации, сопровождающейся по-
давлением их ИА и ионных токов.

■ Рисунок 1. Изменения внутриклеточных биопотенциалов нейронов катушки под влиянием орексина А в раз-
личных концентрациях. А — динамика изменений ИА ППед1 нейрона: 1 —  контроль, 2 — орексин А 1 мкг/мл, 
3 — орексин А 10 мкг/мл, 4 — орексин А 100 мкг/мл, 5 — орексин А 1000 мкг/мл, 6 — отмывание; Б — развертка 
во времени записей А того же нейрона. Калибровка на Б,1 — для всех ее фрагментов. Вертикальные линии на за-
писях А – смена растворов (для всех рисунков)
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ОБСуЖДЕНИЕ ПОЛучЕННых РЕЗуЛьТАТОВ 

Полученные результаты об изменениях электри-
ческой активности нейронов под влиянием орексина 
А свидетельствуют о его выраженной мембранотроп-
ной активности, которая может вносить суще-
ственный вклад в механизмы его терапевтических 
эффектов. Вероятно, что такое влияние орексина 
А на мембрану нейронов в нашем случае может быть 
реализовано и помимо его специфических рецепто-
ров. Для подтверждения этого предположения необ-
ходимы эксперименты с изучением влияния на ИА 
нейронов агонистов и/или антагонистов орексино-
вых рецепторов. При изменениях уровеня ПП ней-
ронов орексин А оказывает модулирующее влияние 

на параметры ПД и ИА, на выброс медиаторов в си-
напсах, на межклеточные взаимоотношения, то есть 
в целом на функциональное состояние и функцио-
нальную активность клеток и, следовательно, на дея-
тельность органов и систем организма [1–3, 5, 6, 9, 
16, 18, 21, 24, 26, 28, 30, 33, 36, 37, 40–42].

В своем действии на нейроны орексин А напо-
минает недавно полученные нами данные о влиянии 
на подобные нейроны моллюска полипептида кор-
тексина и тетрапептида кортагена. Изменения ПП 
нейронов могут быть связаны с изменениями пас-
сивной проницаемости клеточных мембран к ионам 
натрия и калия, а гиперполяризация после действия 
пептидов — как с восстановлением пассивной про-
ницаемости, так и с активацией работы электроген-

■ Рисунок 2. Динамика изменений ИА висцерального нейрона В1 под влиянием орексина А. А: 1 — контроль, 
2  — орексин А 100 мкг/мл, 3 — орексин А 1000 мкг/мл, 4 — отмывание, 5 — повторно орексин А 100 мкг/мл, 
6 — отмывание; Б: повторное влияние орексина А на том же нейроне при ухудшении его функционального со-
стояния: 1 — контроль, 2 — орексин А 10 мкг/мл, 3 — орексин А 100 мкг/мл, 4 — орексин А 1000 мкг/мл, 5 — мед-
ленное отмывание. Калибровка на А и для Б
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ного натрий-калиевого насоса вследствие увели-
чения внутриклеточной концентрации ионов натрия 
при действии пептидов. Изменения ионных токов, 
параметров ПД и ИА нейронов под влиянием пепти-
дов, скорее всего, обусловлены соответствующими 
изменениями ПП и частично их можно связать с пря-
мым влиянием на потенциалоуправляемые ионные 
каналы или хемоуправляемые каналы синаптиче-
ских и пейсмекерных структур [5, 6, 14, 17, 18, 21, 
25, 30, 33, 34, 41, 42]. В литературе показано увели-
чение натриевых и кальциевых синаптических токов 

под влиянием орексина в концентрациях 0,3–10 нМ 
[20, 34], но в то же время токи NMDA-рецепторов 
орексин в концентрации 1 мкМ подавлял [23]. Од-
нако поскольку в методике фиксации потенциала 
нами показано заметное подавление натриевых 
ионных токов под влиянием орексина А в концентра-
ции 100 и 1000 мкг/мл, увеличение калиевого тока 
в концентрации 1 мкг/мл, а также учитывая данные 
литературы о влиянии орексина на ионные каналы, 
нельзя исключать и вклада незначительных измене-
ний токов ионных каналов при его действии.

■ Рисунок 3. Изменения ИА нейрона ППед1 под влиянием орексина А. А — динамика изменений ИА при после-
довательном действии в различных концентрациях: 1 — контроль, 2 — орексин А 10 мкг/мл, 3 — орексин 
А 100 мкг/ мл, 4 — орексин А 1000 мкг/мл, 5 — отмывание; Б — развернутые по времени соответствующие за-
писи фрагментов А. Калибровка на Б,1 и для Б,2, 3, 5 и 6
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mODULATION OF ELECTRICAL ACTIvITY AND IONIC CUR-
RENTS OF ISOLATED NEURONS bY ORExIN A

Shabanov P. D., Vislobokov A. I.

◆ Summary: The changes in intracellular potential of resting 
(PR) and potential of action (PA) of the identified neurons of 
pedal and visceral ganglia of the CNS mollusk Planorbarius 
corneus registered by means of intracellular electrodes, and 
ionic currents of isolated neurons under fixed potential after 
administration of orexin A in concentrations 1, 10, 100 and 
1000 µg/ml were studied by the method of fixation of mem-
brane potential in isolated neurons of the Lymnaea stagnalis 
mollusk. Dibazol in concentrations of 1 and 10 µM effected 
slightly on the ionic currents. High concentrations of dibazol 
(100 and 1000 µM) inhibited all currents in dose dependent 
manner with maximal effect on potassium currents amplitude. 
ЕС

50
 were 7.4 мМ for I

Na
, 4.0 мМ for I

Ca
, 83.9 µM for I

Ks,1
 (one 

group of neurons) and 2.9 мМ for I
Ks,2

 (the another group of 
neurons). The voltage-amper membrane characteristics shift 
was not registered, but the kinetics of currents development 
was changed. Dibazol was more effective in inhibition of ionic 
currents compared to its structural analogs.

◆ Key words: dibazol; calcium; sodium and potassium ionic 
currents; mollusk neurons; Lymnaea stagnalis.
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