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Исследована проблема изменений мионевральной передачи в присутствии интеркалирующего
агента – бромистого этидия, обладающего известным угнетающим действием на нервно-мышеч-
ную передачу, природа которого остается до конца невыясненной. Для решения вопроса о возмож-
ном участии в этом процессе известных модуляторов синаптической передачи – пуринов (АТФ
и аденозина) – нами проведена оценка их эффектов в присутствии данного агента. После выдержи-
вания нервно-мышечного препарата лягушки в перфузирующем растворе, содержащем бромистый
этидий, амплитуда постсинаптических ответов и сила сокращения мышцы снижались. В данных
условиях оба пурина дополнительно оказывали свое обычное подавляющее действие как на ампли-
туду постсинаптических ответов, так и на силу сокращения скелетной мышцы. Таким образом,
угнетающий эффект бромистого этидия на нервно-мышечную передачу не связан с усилением
им ингибирующего действия эндогенных пуринов, вызванного квантовым выходом нейротранс-
миттера.
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Как известно, бромистый этидий (3,8-диами-
но-5-этил-6-фенилфенантридиум бромид) – ор-
ганическое соединение, флуоресцентный краси-
тель с химической формулой C21H20BrN3 – при-
меняется как интеркалирующий агент для
выявления нуклеиновых кислот, в частности, в
случае электрофореза ДНК в агарозном геле [1].
Под названием гомидиум он широко использует-
ся с 1950-х годов в ветеринарии для лечения три-
паносомоза у крупного рогатого скота [2]. Кроме
всего прочего, бромистый этидий активно ис-
пользуется в ряде исследований для оценки ак-
тивности гемиканалов [3, 4], как специфический
ингибитор синтеза митохондриальных белков [5],
является демиелизирующим агентом [6].

Было обнаружено, что агенты, задействующие
ключевые звенья пуринергической модуляции
нервно-мышечной передачи, в частности калие-

вые каналы, остаются эффективными в своем
влиянии на синаптическую трансдукцию и кон-
трактильность скелетной мышцы и при введении
демиелизирующих доз бромистого этидия [6].
Однако в литературе еще нет данных, позволяю-
щих непосредственно оценить взаимовлияние
пуринов и бромистого этидия в изолированном
нервно-мышечном препарате.

В настоящее время, в связи с широким внедре-
нием в исследовательскую практику бромистого
этидия, повышенное внимание уделяется всем
его разнообразным эффектам. Исходя из выше-
сказанного, было решено провести исследование
по изучению перекрестных эффектов пуринов и
бромистого этидия в мионевральных синапсах.

МЕТОДИКА
Регистрация постсинаптических ответов. Экс-

перименты по регистрации токов концевой пла-Сокращение: ТКП – ток концевой пластинки. 
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стинки (ТКП) проводили in vitro на препарате:
n. ichiatikus – m. sartorius Rana Ridibunda. Декапи-
тацию осуществляли под эфирным наркозом. Су-
хожилие дистального конца мышцы брали на ли-
гатуру, мышцу отсепарировали до места вхожде-
ния в нее нерва. После вскрытия брюшной
полости седалищный нерв брали на лигатуру у
места вхождения в спинной мозг и выделяли до
места вхождения в мышцу. Для предотвращения
сокращений мышцы ее волокна поперечно рассе-
кали.

Непрямое раздражение нерва проводили через
серебряные электроды в отдельной герметиче-
ской увлажненной камере, изолированной от
ванночки, в которой помещался мышечный пре-
парат. Герметизацию отсека с нервом осуществ-
ляли тонкой пластиной, покрытой слоем вазели-
на. Электростимуляцию нерва для регистрации
ТКП осуществляли прямоугольными импульса-
ми сверхпороговой амплитуды длительностью
0.2–0.4 мс с частотой 0.03 Гц. 

Вызванную квантовую секрецию оценивали
по амплитудно-временным параметрам вызван-
ных ТКП, которые отводились потенциальным и
токовым микроэлектродами в области концевой
пластинки мышечного волокна. Оценку резуль-
татов – накопления и усреднения ТКП – осу-
ществляли с помощью персонального компьюте-
ра с периодом опроса 5–20 мкс на точку. Расчет
параметров спада токов концевой пластинки
проводили при помощи программного обеспече-
ния Origin (OriginLab Corp., США). Мышечный
препарат перфузировали раствором Рингера со
скоростью 2 мл/мин, куда апплицировали рас-
творы бромистого этидия, АТФ, аденозина (Sig-
ma, США).

Статистическую обработку данных проводили
с помощью программы SPSS Statistics (SPSS: An
IBM Company, США). Проверку соответствия по-
лученных данных нормальному распределению

проводили с помощью критерия Колмогорова.
Рассчитывали средние арифметические анализи-
руемых параметров и стандартную ошибку. Ста-
тистическую значимость наблюдаемых измене-
ний оценивали с помощью критерия Стьюдента
для независимых и попарно сопряженных выбо-
рок. Различия рассматривали как значимые при
p < 0.05.

Регистрация мышечных сокращений. Мышцы
фиксировали вертикально, присоединяя один
конец к датчику механической активности, и по-
гружали в ванночки объемом 10 мл, заполненные
раствором Рингера. Мышцы были натянуты на-
чальной нагрузкой в 1 г, далее оставлялись в по-
кое на 30 мин для привыкания к среде.

Электротимуляцию проводили следующим
образом: кутья нерва помещалась в сакшн-элек-
трод оригинальной конструкции. Сокращения
мышц вызывали стимуляцией прямоугольными
импульсами частотой 1 Гц, длиной 0.5 мс, ампли-
тудой 10 В. Силу сокращений регистрировали
изометрическим датчиком механической актив-
ности. Среднюю величину всех сокращений об-
рабатывали как один результат. Сократительные
ответы рассчитывали в % относительно исходных
результатов, полученных в начале эксперимента.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Регистрация постсинаптических ответов. При

фиксации потенциала на уровне –40 мВ средняя
амплитуда многоквантовых токов концевой пла-
стинки составила 137.1 ± 23.8 нА (n = 30). Через
20 мин после добавления бромистого этидия в
эффективной концентрации 5 мкМ [7] амплитуда
ТКП снизилась до 62.1 ± 3.8% (n = 12, р < 0.05,
рис. 1).

Аденозин в микромолярной концентрации
снижает амплитуды ТКП. Так, при использова-
нии аденозина в концентрации 100 мкМ наблю-

Рис. 1. Влияние бромистого этидия и агонистов пуриновых рецепторов на амплитуду многоквантовых ТКП мио-
неврального препарата m. sartorius озерной лягушки. Результаты представлены в виде M ± m в % от исходных величин,
принятых за 100%; * – р < 0.05 по сравнению с контролем.
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дали снижение до 70.2 ± 3.1% (n = 30, р < 0.001,
рис. 1). На фоне 5 мкМ бромистого этидия базо-
вый эффект аденозина не изменяется (снижение
до 71.9 ± 3.3% (n = 12, р < 0.05) от контроля).

Добавление АТФ также обеспечивает сниже-
ние амплитуды многоквантовых ТКП. К 15-й ми-
нуте своего действия АТФ в концентрации
100 мкМ угнетала амплитуду вызванных пост-
синаптических ответов до 66.3 ± 3.7% от кон-
трольного значения (n = 30, р < 0.001, рис. 1). В
присутствии 5 мкМ бромистого этидия АТФ рав-
ноэффективно снижала амплитуду ТКП (до
68.2 ± 4.1% (n = 12, р < 0.05) от контроля).

Как для АТФ, так и для аденозина падение ам-
плитуды было обратимым после отмывки препа-
рата при помощи физиологического раствора. 

Регистрация мышечных сокращений. В следую-
щих сериях экспериментов проводили механо-
миографическое исследование сокращений
портняжной мышцы озерной лягушки. При сти-
муляции с частотой 1 Гц наблюдались стабиль-
ные одиночные сокращения на протяжении всего
времени эксперимента силой 2.3 ± 0.29 г. 

Бромистый этидий модулировал и силу сокра-
щений портняжной мышцы. По итогу его 20-ми-
нутного присутствия в концентрации 5 мкМ в
перфузирующем растворе сила сокращения упала
до 76.9 ± 3.7% от значения до его аппликации
(n = 11, р < 0.05).

Аденозин в концентрации 100 мкM угнетал со-
кращения до 81.1 ± 4.9% от контроля (n = 22;
р < 0.05). В присутствии бромистого этидия этот
эффект сохранялся (83.0 ± 4.2% (n = 10, р < 0.05)).

При аппликации 100 мкM АТФ сила сокраще-
ния портняжной мышцы достигала 77.8 ± 5.4%
(n = 12) по отношению к контролю, принятому за
100%. На фоне бромистого этидия эффект АТФ
сохранялся – сила сокращения снижалась до
78.9 ± 4.8% (n = 10, р < 0.05).

При отмывке от аденозина и АТФ сила сокра-
щения портняжной мышцы лягушки восстанав-
ливалась.

ОБСУЖДЕНИЕ
Из имеющихся в литературе данных можно

сделать вывод о том, что эффекты бромистого
этидия на ионофоретические токи концевой пла-
стинки аналогичны другим известным блокиру-
ющим каналы препаратам [8, 9]. Однако низкие
концентрации этидия не блокируют рецептор в
закрытой конформации канала до того, как канал
сможет открыться. Аналогично, отсутствие эф-
фекта при низких концентрациях ацетилхолина
подразумевает, что при этих концентрациях эти-
дий не ингибирует холинэстеразу [10].

В ряде исследованиий было показано, что про-
водимость некоторых демиелинизированных пе-
риферических аксонов можно восстановить, про-
длив потенциал действия с помощью яда скорпи-
она [11]. Эта группа позже показала, что
аналогичный эффект может быть достигнут пу-
тем применения 4-аминопиридина – агента, бло-
кирующего калиевые каналы, – непосредственно
к экспериментально демиелинизированным ак-
сонам в открытых дорсальных корешках крыс [12,
13], позднее это открытие было распространено
на седалищный нерв крыс [14, 15]. 

Рассеянный склероз – хроническое аутоим-
мунное заболевание, характеризующееся много-
очаговостью поражения белого вещества цен-
тральной нервной системы вследствие пораже-
ния миелиновой оболочки нервных волокон
головного и спинного мозга, с вариабельностью
неврологических симптомов. Для изучения деми-
елинизирующих расстройств производят экспе-
риментальную интраспинальную инъекцию
бромистого этидия, что имитирует изменения го-
ловного и спинного мозга при подобных заболе-

Рис. 2. Влияние бромистого этидия и агонистов пуриновых рецепторов на силу сокращения m. sartorius озерной ля-
гушки. Результаты представлены в виде M ± m в % от исходных величин, принятых за 100%; * – р < 0.05 по сравнению
с контролем.
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ваниях. Имеются эксперименты по оценке дей-
ствия 4-аминопиридина при демиелинизирую-
щих расстройствах, при которых препарат
вводили в клинических дозах как in vivo, так и
in vitro в аксоны задних столбов спинного мозга.
Проведенные после этого исследования как пара-
метров мионевральной передачи, так и силы со-
кращения продемонстрировали, что блокатор ка-
лиевых каналов А-типа 4-аминопиридин облег-
чает симптоматику у некоторых пациентов с
рассеянным склерозом [6] и травмами спинного
мозга [16, 17]. К тому же в более ранних экспери-
ментах было продемонстрировано восстановле-
ние проводимости в демиелинизированных ак-
сонах.

4-Aминопиридин не оказывает последова-
тельного эффекта в восстановлении проводимо-
сти в демиелинизированных аксонах. Однако он
имеет выраженные эффекты на периферии,
включая потенцирование синаптической переда-
чи и увеличение силы сокращения скелетных
мышц. 4-аминопиридин существенно снижает
синаптическое ингибиторное действие АТФ и
полностью устраняет сонаправленный эффект
аденозина [17], что позволяет прийти к решению
о полном опосредованнии данного эффекта бло-
кируемыми 4-аминопиридином калиевыми ка-
налами А-типа.

Итак, налицо набор наблюдений, что эффекты
бромистого этидия в первую очередь затрагивают
непосредственно нейроглиососудистые ансам-
бли при рассеянном склерозе [6], проведении бо-
ли [3], нейровоспалении и когнитивных наруше-
ниях [4].

Как известно, скелетная мышца лишена щеле-
вых контактов, образуемых коннексинами, на ко-
торые мог бы быть нацелен бромистый этидий.
Однако щелевые контакты встречаются в сосу-
дах, питающих мышцы. Известно, под воздей-
ствием стресса, провоспалительных медиаторов,
при изменении концентрации ионов, температу-
ры кожи закрытые гемиканалы стимулируются,
чтобы открыться, высвобождая при этом АТФ из
клеток с последующим пуринергическим сиг-
нальным каскадом [18]. По мнению авторов рабо-
ты [19], такие события влияют на сигнальные пу-
ти, которые очень важны для пролиферации и
дифференцировки клеток.

В нервно-мышечном синапсе холоднокров-
ных АТФ, выделяясь вместе с основным медиато-
ром, ацетилхолином, ингибирует следующий вы-
брос содержимого синаптических везикул по
принципу отрицательной обратной связи [20].
Известно влияние, которое оказывает бромистый
этидий на сайт связывания ацетилхолина в вези-
кулярном транспортере ацетилхолина [21]. Но ис-
ходя из полученной совокупной информации,
место приложения наблюдаемых эффектов бро-

мистого этидия следует искать не на пресинапти-
ческом полюсе.

В ходе проведенных экспериментов по оценке
электрофизиологических эффектов бромистого
этидия на постсинаптической мембране конце-
вой пластинки m. cutaneous pectoris лягушки Rana
esculenta [7] было выявлено эффективное сниже-
ние амплитуды вызванных постсинаптических
ответов. Результаты, полученные в ходе наших
экспериментов, в целом подтвердили такой ха-
рактер действия бромистого этидия уже на препа-
рате седалищного нерва портняжной мышцы
озерной лягушки, но при этом была выявлена и
коррелирующая степень депрессии конечного
результата электромеханического сопряжения –
силы сокращения мышцы. Также было замечено,
что при низких концентрациях бромистый эти-
дий блокирует открытый ионный канал никоти-
нового ацетилхолинового рецептора [7]. 

На нервно-мышечном синапсе холоднокров-
ных наблюдается только пресинаптическое дей-
ствие основных модуляторов мионевральной пе-
редачи – пуринов. Следует признать, что в синап-
сах фазных мышц лягушки не происходит
взаимодействия угнетающих эффектов броми-
стого этидия и пуринов. Открытым остается во-
прос о подобном в мионевральных синапсах теп-
локровных, где показано постсинаптическое дей-
ствие АТФ, опосредованное ацетилхолиновым
рецептором [22].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами выявлено эффективное снижение ам-
плитуды вызванных постсинаптических токов
концевой пластинки под действием бромистого
этидия с коррелирующей степенью его же депрес-
сии на контрактильный ответ мышцы. Данное
действие схоже по результату с подобным при ис-
пользовании основных модуляторов мионевраль-
ной передачи – пуринов. Однако нами не выявле-
но кросс-взаимодействия угнетающих эффектов
бромистого этидия и пуринов в мионевральном
синапсе амфибий. Остается открытым вопрос по
данной ситуации в синапсах теплокровных.
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 The Effect of Ethidium Bromide on Purinergic Modulation of Myoneural Transmission 
and Skeletal Muscle Contraction

 A.N. Gorshunova*, A.Yu. Teplov**, S.N. Grishin**,
R.D. Mukhamedzyanov**, and A.E. Khairullin**, ***

*Kazan Law Institute of the Ministry of Internal Affairs of Russia, Magistralnaya ul. 35, Kazan, 420108 Russia

**Kazan State Medical University, ul. Butlerova 49, Kazan, 420012 Russia

***Kazan Federal University, Kremlevskaya ul. 18, Kazan, 420008 Russia

The problem of changes in myoneural transmission in the presence of an intercalating agent, ethidium bro-
mide, which has a known inhibitory effect on neuromuscular transmission, has been investigated, but the na-
ture of such an effect remains unclear. To solve the question of the possible participation in this process of
known modulators of synaptic transmission – purines (ATP and adenosine), we evaluated their effects in the
presence of this agent. After holding the neuromuscular frog preparation in a perfusing solution containing
ethidium bromide, the amplitude of postsynaptic responses and muscle contraction forces decreased. Under
these conditions, both purines additionally exerted their usual suppressive effect on both the amplitude of
postsynaptic responses and the strength of skeletal muscle contraction. Thus, the inhibitory effect of ethidium
bromide on neuromuscular transmission is not associated with an increase in the inhibitory effect of endog-
enous purines caused by the quantum release of the neurotransmitter.

Keywords: ethidium bromide, ATP, adenosine, neuromuscular synapse, induced quantum secretion, muscle con-
traction
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