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Резюме 
Изучали вне- и внутриклеточное действие анксиолити-
ка афобазола (производного 2-меркаптобензимидазола) 
в  концентрации  1  мМ  и  местного  анестетика  бупива-
каина в концентрациях 0,5 и 1 мМ на ионные токи изо-
лированных  нейронов  прудовика  (Lymnaea  stagnalis) 
и  катушки  (Planorbarius  corneus).  Использовали  метод 
внутриклеточного диализа. Установлено, что афобазол 
и  бупивакин  при  внутриклеточном  приложении  не  ока-
зывают  своего  специфического  действия  —  подавления 
ионных  токов,  характерного  при  внеклеточном  прило-
жении. Сделано предположение, что фармакологические 
мишени  (места  взаимодействия)  для  данных  веществ 
находятся  на  наружной  стороне  плазматических  мем-
бран нейронов.

ВВеденИе

Клеточные и молекулярные механизмы дей-
ствия лекарств многообразны. Важное место для 
их понимания имеют знания о местах связывания 
молекул действующих веществ с молекулярными 
компонентами плазматических и внутриклеточных 
везикулярных мембран клеток — фармакологиче-
скими мишенями, которые могут располагаться как 
на их наружной, так и внутренней стороне. В литера-
туре сведений об особенностях действия фармако-
логических средств с наружной или внутренней сто-
роны мембран клеток явно недостаточно. Методы 
внутриклеточных инъекций веществ в клетки с по-
мощью стеклянных микроэлектродов (под давлени-
ем или ионофоретически) имеют ряд недостатков. 
Более широкие возможности предоставляет метод 
внутриклеточного диализа и фиксации мембранного 
потенциала изолированных клеток, когда вещества 
в строго заданных концентрациях могут быть подве-
дены как к наружной стороне клеточной мембраны, 
так и внутренней. Вещества могут быть легко «отмы-
ты» и процедура может повторяться неоднократно.

Ранее нами было показано, что 4-аминопиридин 
при внутриклеточном приложении более эффектив-

но и избирательно подавляет быстрые калиевые 
токи нейронов моллюсков, чем при внеклеточном [4]. 
В отдельных экспериментах мы демонстрировали, 
что этимизол [1] и афобазол [6] при внутриклеточ-
ном приложении не оказывают своих характерных 
эффектов, зарегистрированных при внеклеточном 
приложении. Нами подробно было исследовано 
внеклеточное действие местных анестетиков [1, 7, 
9, 11], а внутриклеточное их действие не изучалось.

Анксиолитик афобазол (5-этокси-2- [морфолино-
этилтио]-бензимидазола дигидрохлорид) при вне-
клеточном приложении проявляет также нейро- 
и кардиопротективную активность [5]. Механизмы 
клеточно-молекулярных эффектов афобазола можно 
связывать с его высоким сродством к сигма- [14, 17] 
и/или мелатониновым МТ1 и МТ3-рецепторам, спо-
собностью препарата подавлять активность МАО-А 
[5], модулировать биопотенциалы [3] и ионные токи 
нейронов [1, 10]. В связи с тем, что в концентрациях 
1–10 мМ подавляющее влияние афобазола на ион-
ные токи напоминает влияние тетраэтиламмония 
(ТЭА) и анестетиков на калиевые токи, то представ-
ляется целесообразным получение дополнительных 
сведений об особенностях действия как афобазола, 
так и ТЭА и местных анестетиков при вне- и внутри-
клеточном приложении.

Целью данного исследования было изучение 
влияния афобазола и бупивакаина в различных кон-
центрациях на ионные токи изолированных нейро-
нов ЦНС моллюска прудовика и катушки при вне- 
и внутриклеточном приложении.

метОды ИССледОВАнИя 

Объектом исследования явились изолирован-
ные нейроны с диаметром 60–100 мкМ моллю-
сков — прудовика большого (Lymnaea stagnalis) 
и катушки роговой (Planorbarius corneus). Из тела 
моллюсков вырезали окологлоточное кольцо нерв-
ных ганглиев, которое затем для выделения изо-
лированных нейронов обрабатывали в течение 
40–50 минут 0,25%-м раствором смеси трипсина 
и проназы-Е в равном количестве и подвергали 
механическому разделению. Использовали свеже-
выделенные нейроны (через 60–120 мин после вы-
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деления) и на следующий день после их хранения 
в холодильнике при 4 ºС.

Исследуемые вещества добавляли в перфу-
зирующий (внеклеточный) и/или диализирую-
щий (внутриклеточный) растворы. Для измерения 
трансмембранных ионных токов применяли метод 
внутриклеточной перфузии изолированных нейро-
нов и фиксации мембранного потенциала [1, 8, 11] 
с использованием электрофизиологической уста-
новки. 12-разрядный АЦП-ЦАП с временем кван-
тования 40 мкс и усилители с полосой пропуская 
от 0 до 10 кГц обеспечивали адекватность регистра-
ции токов.

Для изготовления микропипетки с порой ис-
пользовали тонкую полиэтиленовую трубку дли-
ной 3 см, сгибали ее V-образно в струе горячего 
воздуха и на сгибе тонкой стальной проволокой 
движением изнутри формировали выступ. Затем 
на вершине выступа под бинокулярной лупой го-
рячей иглой делали отверстие в 4–6 мкм и соеди-
няли пипетку с системой растворов, а по величине 
сопротивления (порядка 200–400 кОм) оценивали 
пригодность микропипетки для дальнейшей ра-
боты. Изолированная клетка помещалась на по-
лиэтиленовую пипетку (в большинстве случаев 
при фиксированном потенциале –90 мВ). При ги-
перполяризующем сдвиге мембранного потен-
циала на экране осциллографа были видны ем-
костные токи мембраны и неспецифический ток 
утечки, который электронным способом «вычита-
ли» из общего тока. При переключении тестирую-
щего импульса на деполяризацию регистрирова-
ли входящие (натрий-кальциевые) и выходящие 
(быстрый и медленный) калиевые токи. Програм-
ма стимуляции нейронов была одинаковой во всех 
экспериментах, она позволяла регистрировать 
входящие (натрий-кальциевые и быстрые калие-
вые токи — при сдвиге потенциала в течение 50 мс 
от –90 до –40 мВ) и выходящие медленные (при 

сдвиге потенциала в течение от 1 с до 30 мВ) токи 
(рис. 1, А, в нижней части).

Для исследования использовали субстанцию 
афобазола, ТЭА и бупивакаин (marcaine, 0,5%-й рас-
твор, ASTRA, Швеция). Кривые ионных токов визу-
ально контролировали на экране осциллографа, 
с помощью преобразователя АЦП–ЦАП вводили 
в компьютер. Для их построения и наложения на один 
кадр использовали пакет программ «Excel».

РезультАты И Их ОбСужденИе 

При добавлении фармакологических средств 
во внеклеточные физиологические растворы их эф-
фекты в нейронах развиваются и стабилизируются 
на определенном уровне быстро, примерно в тече-
ние 1 минуты. Другое дело, когда вещества добав-
ляются к внутриклеточному диализирующему рас-
твору, выравнивание концентраций замещающих 
растворов через небольшое отверстие в пипетке 
(порядка 5 мкм), происходит в течение нескольких 
минут. Для контроля процесса замещения внутри-
клеточного раствора были проведены эксперимен-
ты с заменой исходного внутриклеточного раствора 
КСl на раствор CsCl. Показателем осуществления 
такой смены является снижение выходящих калие-
вых токов, поскольку ионы цезия не проникают по ка-
лиевым каналам. На рис. 1, А представлен типичный 
пример подобной динамики изменения амплитуд 
калиевых токов во времени при замене внутрикле-
точного калиевого раствора на цезиевый. Видно, 
что через каждую минуту в течение 7 мин амплитуда 
входящих токов (в левой части) практически не из-
менялась, а быстрых калиевых, развивающихся в те-
чение 20–30 мс вслед за входящими, прогрессивно 
снижается. Далее (в правой части кривых в течение 
1 с) существенно снижаются медленные калиевые 
токи. При последующей замене цезиевого раствора 
на калиевый (при отмывании) постепенно появляют-

n Рисунок  1.  Усреднённые  вызванные  потенциалы  соматосенсорной  коры  на  фоне  действия  вещества  πQ1983  
(100 мг/кг, внутрь) при развитии острой гипоксии

А. В верхней части — замена 120 мМ KCl на 120 мМ CsCl и уменьшение ионных токов, кривые сверху-вниз под стрелкой: 1 — 
контроль, 2 — 1 мин смены раствора, 3 — 2, 4 — 3, 5 — 4, 6 — 5, 7 — 6 и 8 — 7 мин; в нижней части — программа стимуляции 
(сдвига потенциала) нейронов, одинаковая во всех экспериментах. Б — обратная смена CsCl на KCl и восстановление ионных 
токов, кривые снизу-вверх под стрелкой: 1 — 1 мин замены, 2 — 2, 3 — 3, 4 — 4, 5 — 5, 6 — 6 мин. На всех рисунках: по оси аб-
сцисс — время; по оси ординат — ионные токи (пик емкостного, входящие натрий-кальциевые, быстрый выходящий калиевый 
и медленный калиевый)
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ся быстрые и медленные калиевые токи (рис. 1, Б), 
а входящие — также без изменений. Таким образом, 
если происходят существенные изменения ион-
ных токов при внутриклеточном действии веществ 
в условиях диализа нейронов, то они могут прояв-
ляться уже через 2–3 мин.

Ранее нами было показано, что афобазол при 
внеклеточном приложении оказывает активирующе-
подавляющее действие на ионные каналы нейронов 
моллюсков [1, 10]. В концентрациях 1–10 мкМ токи 
возрастают, хотя эффекты незначительные, а в кон-
центрациях 100–1000 мкМ — снижаются и они силь-
но выражены (рис. 2, А). Внеклеточное действие 
афобазола в концентрациях 100 мкМ и 1 мМ нами 
далее использовалось как тестовое (для контро-
ля) — рисунок 2, Б, а внутриклеточное приложение 
в концентрации 1 мМ, а иногда и 10 мМ, — как ис-
следуемое (рис. 2, В). Видно, что внутриклеточное 
приложение афобазола в концентрации 1 мМ в те-
чение 7 мин не вызывает существенного подавления 
входящих, быстрого и медленного калиевых токов. 
Внеклеточное же приложение афобазола в концен-
трации 100 мкМ на фоне его внутриклеточного неэф-
фективного действия существенно снижает токи, 
это снижение устраняется при отмывании афобазо-

ла во внеклеточной среде (рис. 2, В). Последующее 
отмывание афобазола изнутри клетки лишь незна-
чительно приводит к восстановлению медленного 
калиевого тока. Отсутствие восстановления токов 
после внутриклеточного действия афобазола можно 
считать его неспецифическим, ухудшающим состоя-
ние нейронов, действием. Повторное внеклеточное 
приложение афобазола в концентрации 100 мкМ 
опять существенно и обратимо снижает ионные токи 
(рис. 2, Г). Все эффекты афобазола повторяются 
(воспроизводятся) многократно на одном и том же 
и на различных нейронах.

ТЭА в концентрации 25 мМ при внеклеточном 
приложении сильно и обратимо подавляет медлен-
ные калиевые токи и незначительно — входящие 
натрий-кальциевые (рис. 3, А, 2). При внутрикле-
точном приложении ТЭА в той же концентрации 
оказывает очень слабое и трудно обратимое по-
давление (рис. 3, Б). Повторное внеклеточное дей-
ствие ТЭА в процессе отмывания его внутриклеточ-
ного действия оказывается столь же эффективным 
(рис. 3, В). Внеклеточное действие ТЭА в концентра-
ции 25 мМ и афобазола в концентрации 1 мМ было 
примерно равноэффективным и обратимым в пода-
влении медленного калиевого тока, но подавление 

n Рисунок 2. Вне- и внутриклеточное действие афобазола на нейроны

А — зависимости «концентрация–эффект» для натриевых, кальциевых, быстрых и медленных калиевых токов нейронов мол-
люсков при внеклеточном действии афобазола (по оси абсцисс — концентрация, по оси ординат — отношение амплитуд токов 
при действии (I) афобазола к токам в контроле (I0), %; доверительные интервалы при р = 95%). Б — внеклеточное действие 
афобазола: 1 — контроль, 2 — 100 мкМ, 3 — отмывание, 4 — 1 мМ, 5 — отмывание. В — внутриклеточное действие в концен-
трации 1 мМ: 1 — контроль, 2 — через 1 мин, 3 — 2, 4 — 3 мин, 5 — на фоне внутриклеточного действия и внеклеточное дей-
ствие афобазола в концентрации 1 мМ, 6 — отмывание афобазола снаружи, 7 — 6 мин внутриклеточного действия, 8 — 7 мин. 
Г —  отмывание внутриклеточного действия: 1 — 1 мин, 2–4 — 2, 3 и 4 мин отмывания, 5 — внеклеточное действие афобазола 
1 мМ, 6 — отмывание афобазола
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входящих и быстрых калиевых токов афобазолом 
было более сильным, чем ТЭА (рис. 3, Г, 2).

Бупивакаин в концентрации 0,5 мМ при внекле-
точном приложении практически полностью и мед-
ленно обратимо подавляет входящие и выходящие 
токи (рис. 4, А). Внутриклеточное его действие в кон-
центрации 1 мМ не оказывает подобного действия, 
входящие токи необратимо снижались примерно на-
половину, а выходящие медленные калиевые — ме-
нее, чем на 10 % (рис. 4, Б). При отмывании бупива-
каина из клетки ионные токи не восстанавливались 
до контрольных значений, происходило неспецифи-
ческое необратимое их снижение. Но внеклеточное 
приложение бупивакаина вновь оказывалось эф-
фективным и обратимым (рис. 4, Б, 2).

Таким образом, результаты проведенных экс-
периментов показали, что вне- и внутриклеточное 
действие афобазола и бупивакаина существенно 
отличаются: характерное для них внеклеточное по-
давляющее действие на ионные токи не воспроиз-
водится при их внутриклеточном приложении.

Необходимо отметить, что отсутствие внутри-
клеточного действия на нейроны афобазола и бу-
пивакаина демонстрируется впервые. Полученные 
результаты убедительно доказывают, что на вну-
тренней стороне плазматической мембраны или 
на мембранах внутриклеточных структур нет мест 
связывания молекул этих соединений (фармако-

логических мишеней), взаимодействие с которыми 
прямо или опосредованно приводило бы к сниже-
нию ионных проводимостей потенциалоуправляе-
мых натриевых, кальциевых и калиевых ионных ка-
налов.

Следует подчеркнуть, что внеклеточное по-
давление ионных токов афобазолом, показанное 
нами и ранее [1, 3, 6, 10], внешне сходно с дей-
ствием других токоподавляющих средств: мест-
ных анестетиков, противоаритмических средств 
и т. п. [1, 2, 7, 9, 11–13], снижающих количество 
функционирующих каналов вследствие связыва-
ния молекул лекарственных средств со структур-
ными образованиями ионных каналов [16, 18–26]. 
Молекулярные механизмы подавления токов ион-
ных каналов могут быть различными. Известно, 
что снижение амплитуд ионных токов клеток может 
быть обусловлено уменьшением частоты открыва-
ния ионных каналов и/или уменьшением времени, 
в течение которого одиночные ионные каналы на-
ходятся в открытом состоянии. Не исключено, что 
афобазол оказывает подобное действие, посколь-
ку нами ранее было показано изменение кинетики 
трансмембранных ионных токов под его влиянием 
[6, 10]. Для местных анестетиков предполагается 
прямое связывание их молекул в устьях ионных ка-
налов [12, 15, 18, 21, 22–24, 26], не исключается 
и влияние на них через насыщение веществами 

n Рисунок 3. Вне- и внутриклеточное действие ТЭА в концентрации 25 мМ на нейроны

А — внеклеточное действие: 1 — контроль, 2 — ТЭА, 3 — отмывание. Б — отсутствие эффектов ТЭА при внутриклеточном 
действии в течение 1, 2, 3, 4, 5 мин (кривые почти сливаются). В — отмывание ТЭА из нейрона: 1 — контроль, 2 — внеклеточный 
эффект на фоне отмывания изнутри клетки, 3 — отмывание ТЭА снаружи. Г — сравнение внеклеточных эффектов афобазола 
(1 мМ) и ТЭА (25 мМ): 1 — контроль, 2 — афобазол, 3 — отмывание, 4 — ТЭА, 5 — отмывание
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липидной фазы мембран [11, 13, 16, 23]. Вместе 
с тем следует подчеркнуть, что истинные молеку-
лярные механизмы, лежащие в основе выше пере-
численных электрофизиологических эффектов 
афобазола и бупивакаина, требуют дальнейшего 
изучения.

ВыВОды 

Афобазол в концентрации 1 мМ при внеклеточ-
ном приложении обладает выраженным действием 
на электрическую активность нейронов, которое 
проявляется почти в полном и обратимом уменьше-
нии амплитуд ионных токов. Внутриклеточное дей-
ствие афобазола не вызывает подобных эффектов.

Бупивакаин в концентрации 0,5 мМ при внекле-
точном приложении практически полностью и мед-
ленно обратимо подавляет ионные токи, а вну-
триклеточное его действие в концентрации 1 мМ 
неэффективно.

ТЭА в концентрации 25 мМ при внеклеточном 
приложении практически полностью подавляет вы-
ходящие калиевые медленные токи, существенно 
не подавляя входящие натрий-калиевые токи, а при 
внутриклеточном приложении он не оказывает свое-
го характерного подавления калиевых токов.

Внутриклеточное действие афобазола, бупи-
вакаина и ТЭА в течение 5–7 мин оказывает незна-
чительное неспецифическое подавляющее (около 

10 %) и необратимое действие на амплитуду ионных 
токов.
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ChAngEs in nEuronAL ioniC CurrEnts AftEr 
ExtrACELLuLAr And intrACELLuLAr  
AdministrAtion of AfoBAzoL And  
BuPivACAinE

A. I. Vislobokov, K. N. Melnikov, P. D. Shabanov

The action of anxiolytic afobazol (2-mer-  sSuumar:�
captobenzimidazolum derivative) in concentration 1 mM and 
local anesthetic bupivacaine in concentrations 0,5–1 mM 
on ionic currents of isolated neurons of Lymnaea stagnalis 
and Planorbarius corneus was studied. The method of intra-
cellular dialysis was used in the experiment. Afobazol and 
bupivacaine after intracellular administration was shown not 
to possess their inhibition effect of ionic currents, typical for 
extracellular administration of drugs. It is suggested that 
pharmacological targets or bindind sits for these drugs are 
located on external surface of neuronal membrane. 

Lymnaea stagnalis   Kr  ward:  � , Planorbarius corneus, 
нейрон, афобазол, бупивакаин, ионные токи.
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