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Известно, что вещества, называемые нейро�
трансмиттерами (медиаторами), синтезируются и
выполняют регуляторные функции у простейших
организмов, на предзародышевых и донервных
стадиях развития Metazoa, в неиннервированных
клетках и тканях позвоночных (Buznikov et al.,
2001; Eglen, 2006). Неизменный интерес исследо�
вателей вызывают ненейрональные холинергиче�
ские системы. Мембранные холинорецепторы
обнаружены в эндотелиальных клетках сосудов,
эпителиальных клетках респираторного тракта,
раковых клетках, кератиноцитах, половых клет�
ках, макрофагах, лимфоцитах и др. (Eglen, 2006;
Kawashima, Fujii, 2008; Wessler, Kirkpatrick, 2008).
При изучении природы ненервных холинергиче�
ских регуляторных систем и их биологического
значения в качестве экспериментальной модели
могут быть использованы неиннервированные
экстраэмбриональные ткани. 

Холинорецепторы в амнионе куриного эмбри�
она опосредуют стимуляцию его сокращений: в
ответ на действие холинергического агониста
возрастают тонус, амплитуда и частота сокраще�
ний амниотической мембраны (Cuthbert, 1963;
Бойко, Манухин, 1989а; Bowers, 1989). Спонтан�
ная сократительная активность амниона корре�
лирует с уровнем дифференцированности ткани,
содержанием ацетилхолина (АХ) и активностью
холинэстеразы (Бункина, 1963; Полякова, 1970;
Бойко, Манухин, 1989б). Реакция амниона на АХ
и карбахол (КБХ) блокируется атропином (Бой�
ко, Манухин, 1989а; Нечаева, Турпаев, 1995). Му�

скариновая природа холинорецепторов подтвер�
ждена в опытах на диссоциированных гладкомы�
шечных клетках амниона (Dahm, Bowers, 1996).
По аффинности к антагонистам мускариновые
рецепторы амниона характеризуются как М3�хо�
линорецепторы (Бойко, Манухин, 2007). Таким
образом, амнион куриного эмбриона позволяет
исследовать механизмы ненейронального дей�
ствия АХ на M3�рецепторы гладкомышечных
клеток. Активация М3�рецепторов в иннервиро�
ванных гладких мышцах приводит к повышению
цитоплазматической концентрации ионов каль�
ция, которые поступают в клетку через потенциа�
луправляемые кальциевые каналы и в результате
выброса Са2+ в цитоплазму из саркоплазматиче�
ского ретикулума (Bai et al., 2009; Wray, Burdyga,
2010). В амнионе куриного эмбриона сократи�
тельные реакции на холиномиметики в значи�
тельной степени опосредуются ионами кальция,
входящими через потенциалзависимые каналы
L�типа (Бойко, Манухин, 2009), роль системы де�
понированного кальция ранее не изучалась.

Цель работы – исследовать вклад и пути моби�
лизации депонированного Са2+ из саркоплазма�
тического ретикулума в ответ на действие КБХ в
амнионе. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа проведена на изолированной полоске
неиннервированного амниона 11–13�суточного
куриного эмбриона. Сократительные реакции ре�
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гистрировали в изометрическом режиме с помо�
щью механотронов 6МХ1Б (Россия) на самописцах
Н�339 и Н�399. Параллельно исследовали сокраще�
ния двух фрагментов амниона, помещенных в
термостатируемые (38°C) аэрируемые камеры
объемом 10 мл, содержащие раствор Хенкса сле�
дующего состава, мМ: NaCl – 137, KCl – 5.4,
CaCl2 – 1.26, MgSO4 – 0.41, MgCl2 – 0.49,
Na2HPO4 – 0.34, KH2PO4 – 0.44, NaHCO3 – 4.2,
глюкоза – 5.6. Исходная нагрузка на препарат со�
ставляла 100 мг. Тестируемые вещества вносили в
камеру в объеме 100 мкл после получасовой пре�
инкубации ткани. Сократительную активность
амниона стимулировали с помощью холинерги�
ческого агониста КБХ (50 мкМ). Использованная
концентрация агониста вызывает максимальную
реакцию по частоте сокращений и субмаксималь�
ную тоническую реакцию (Бойко, Манухин,
1989а). 

Были использованы следующие реактивы:
тапсигаргин (Tocris Bioscience, США), рианодин
(Ascent Scientific, США), карбахол, U73122 (1�[6�
[[(17beta)�3�methoxyestra�1,3,5(10)�trien�17�yl]ami�
no]hexyl]�1H�pyrrole�2,5�dione) и нифедипин
(Sigma, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

За высвобождение Са2+ из внутриклеточных
депо отвечают два типа рецепторов: рианодино�
вые и рецепторы инозитол�1,4,5�трисфосфата
(IP3). Степень участия депонированного кальция
в опосредуемых М3�рецепторами сократительных
реакциях можно оценить, используя ингибитор
эндоплазматических Са2+�АТФаз тапсигаргин,
который приводит к опустошению IP3�чувстви�
тельных и IP3�нечувствительных источников, та�
ким образом отменяя возможность дополнительно�

го выброса Са2+ в ответ на действие холиномимети�
ка. Инкубация тестируемой полоски амниона в
течение 20 мин с тапсигаргином (2 мкМ) снижает
тоническую реакцию на КБХ на 40 ± 2% (рис. 1а,
2а), что означает зависимость КБХ�вызванных
сокращений от высвобождения внутриклеточно�
го кальция. 

Участие в реализации мускариновой реакции в
амнионе ионов кальция, мобилизуемых из внут�
риклеточных запасов через ІР3 �рецепторы, уста�
новлено при действии U73122. Аминостероид
U73122 – ингибитор фосфоинозитид�специфи�
ческой фосфолипазы С, ключевого фермента ме�
таболизма фосфатидилинозитола. Гидролиз фос�
фатидилинозитола приводит к образованию диа�
цилглицерола и мобилизующего Са2+ IP3. На
фоне U73122 (5–10 мкМ, 10 мин) ритмическая
сократительная реакция амниона на КБХ отме�

Рис. 1. Ингибирование реакции амниона куриного эмбриона (11–13 сут) на карбахол (50 мкМ) тапсигаргином (а),
U73122 (б), рианодином (в). Калибровка: 1 мин, 25 мг.

Рис. 2. Реакция амниона куриного эмбриона (11–
13 сут) на карбахол. 1 – контроль; 2 – эффект тапси�
гаргина (А), U73122 (Б), рианодина (В). * – P < 0.05, ** –
P < 0.01.
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няется, а тоническая реакция снижается до 47 ±
± 9% (рис. 1б, 2б). 

Для выявления вклада депонированного каль�
ция, выбрасываемого в цитоплазму через риано�
диновые рецепторы, исследовали активность мо�
дулятора этих рецепторов – растительного алка�
лоида рианодина. Воздействие рианодином
(10 мкМ, 5 мин) приводит к блокаде спонтанной
сократительной активности амниона и снижает то�
ническую реакцию на КБХ до 36 ± 3% (рис. 1в, 2в).
В реакциях без выраженного тонического компо�
нента рианодин в низкой концентрации (1 мкМ)
вызывает повышение амплитуды сократительной
реакции на КБХ (рис. 3а). В более высоких кон�
центрациях (10–75 мкМ) он дозозависимо ингиби�
рует амплитуду вызванных КБХ сокращений до
полного их прекращения (рис. 3а). На фоне дей�
ствия рианодина 20 мкМ холинергическая реак�
ция становится высокочувствительной к нифе�
дипину, блокатору потенциалзависимых кальцие�
вых каналов L�типа. Нифедипин в концентрации
0.05 мкМ полностью блокирует реакцию на КБХ
(рис. 3б), включая тоническую компоненту.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Провизорные экстраэмбриональные ткани
привлекают возрастающее внимание исследова�
телей по ряду причин. Установлено, что эпители�
альные клетки амниона человека обладают харак�
теристиками плюрипотентных стволовых клеток
и в определенных условиях способны дифферен�
цироваться в клетки различной тканевой принад�
лежности (Miki, Strom, 2006). Уникальные харак�
теристики клеток амниона позволяют рассматри�
вать их как потенциальный источник материала
для регенеративной медицины (Toda et al., 2007;
Miki et al., 2009). Показано, что клетки амниона
зародышей высших позвоночных способны син�
тезировать и высвобождать катехоламины и аце�
тилхолин (Sakuragawa et al., 2001), а также обладают
рецепторами медиаторов и гормонов (Di Renzo
et al., 1984; Collins, 1993). Механизмы реализации
рецепторных сигналов в амниотической ткани
остаются малоисследованными. 

Мускариновые рецепторы амниона куриного
эмбриона, опосредующие активацию его сокра�
щений, были идентифицированы тестированием
активности селективных антагонистов. В каче�
стве М1�антагониста использовали пирензепин,
М2 – метоктрамин, М3 – 4�DAMP, М4 – тропика�
мид. По холинолитической активности (–lgIC50)
в отношении реакции на КБХ они составили по�
следовательность: 4�DAMP (8.29) > тропикамид
(6.97) > пирензепин (5.85) > метоктрамин (5.63).
Согласно полученным данным мускариновые ре�
цепторы гладкомышечных клеток амниона кури�
ного эмбриона относятся к М3�подтипу (Ману�
хин, Бойко, 2008). 

Установлено, что в ответ на действие 100 мкМ
КБХ концентрация кальция в клетках амниона
возрастает более чем в 10 раз по сравнению с ис�
ходной (Cross et al., 2000). Латентный период
между введением агониста и последующим повы�
шением концентрации Са2+ в клетке составлял
0.7 с. В случае прямой деполяризации плазмати�
ческой мембраны путем повышения концентра�
ции наружного К+ латентный период оказался
наполовину меньше, однако нарастание концен�
трации Са2+ происходило медленнее и достигну�
тый максимум пика был существенно ниже. Так
как реакция на гиперкалиевый раствор в амнионе
обеспечивается входом экстраклеточного Са2+

(Бойко, Манухин, 2009), это косвенно свидетель�
ствует о мобилизации при действии КБХ допол�
нительных источников Са2+ и предполагает, что в
реализации холинергического воздействия в ам�
нионе могут быть задействованы как экстракле�
точные, так и внутриклеточные источники Са2+.

Показано, что нифедипин (0.1–1 мкМ), бло�
катор потенциалзависимых кальциевых каналов
L�типа, полностью прекращает спонтанные и вы�
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Рис. 3. Влияние рианодина на сократительную реак�
цию амниона куриного эмбриона (11 сут), вызванную
карбахолом (50 мкМ). а – кумулятивное действие ри�
анодина, б – ингибиторное действие рианодина и
блокада реакции нифедипином. Калибровка: а –
1 мин, 25 мг; б – 1 мин, 10 мг. 
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званные КБХ (50 мкМ) ритмические сокраще�
ния, а также тоническую реакцию на гиперкалие�
вый раствор. Однако КБХ�вызванная тоническая
реакция в норме и на фоне калиевой контрактуры
полностью нифедипином не устраняется (Бойко,
Манухин, 2009). Следовательно, активация му�
скариновых рецепторов амниона приводит к эк�
зогенному входу Са2+ в цитоплазму клетки через
каналы плазматической мембраны L�типа, от�
крывающиеся в ответ на деполяризацию, и, по�
видимому, к высвобождению его из внутрикле�
точных источников. Последнее подтверждается
опытами с тапсигаргином, специфическим инги�
битором эндоплазматических Са2+�АТФаз. Как и
в других гладких мышцах (An et al., 2002; Quinna
et al., 2004), опустошение внутриклеточных каль�
циевых депо путем воздействия тапсигаргином в
течение 20 мин приводит к значительному сниже�
нию реакции амниона на КБХ (рис. 2а).

Известно, что в гладких мышцах холинергиче�
ские агонисты через М3�холинорецепторы акти�
вируют метаболизм мембранных фосфоинозити�
дов. Связывание АХ с рецепторами инициирует
сигнальный каскад, приводящий к гидролизу
фосфатидилинозитола фосфоинозитид�специ�
фической фосфолипазой С с образованием диа�
цилглицерола и IP3, мобилизующего Са2+ (Eglen,
2005). Согласно нашим данным, КБХ�вызванное
сокращение амниона куриного эмбриона опосре�
дуется активацией фосфолипазы С. На фоне дей�
ствия U73122, подавляющего активность фосфо�
липазы С, ритмическая составляющая ответа ам�
ниона на КБХ отменялась, а тоническая реакция
снижалась более чем в 2 раза (рис. 2б). Следова�
тельно, можно предположить, что КБХ�вызван�
ные сокращения амниона куриного эмбриона
опосредуются высвобождением кальция через
IP3�чувствительные рецепторы саркоплазматиче�
ского ретикулума вследствие зависимого от фос�
фолипазы С увеличения уровня внутриклеточно�
го ІР3. Эти данные согласуются с результатами,
полученными при активации М3�рецепторов дру�
гих гладкомышечных клеток, и свидетельствуют
об участии IP3�зависимой мобилизации внутри�
клеточного пула кальция в гладких мышцах (Mi�
mata et al., 1997; Bai et al., 2009). 

Рианодиновые рецепторы, которые принима�
ют участие в реализации сократительных реакций
в скелетных и сердечной мышцах, также выявля�
ются в различных типах гладкомышечных клеток
и опосредуют мускариновые реакции (White, Mc�
Geown 2002; Du et al., 2005). Для изучения роли
рианодиновых рецепторов в КБХ�индуцирован�
ных ответах амниона куриного эмбриона апплика�
цию КБХ проводили на фоне рианодина. В наших
опытах рианодин в концентрации 1 мкМ вызывал
усиление сократительной реакции амниона на КБХ
(рис. 3а), т.е. его воздействие в низкой концентра�

ции, по�видимому, активирует и удерживает риа�
нодиновые рецепторы в открытом состоянии.
Это приводит к дополнительному выбросу депо�
нированного Са2+. Рианодин в концентрации
5 мкМ и более вызывал блокаду рианодиновых
рецепторов амниона и эффективно и достоверно
снижал реакцию на КБХ (рис. 2в). Одновремен�
ное действие нифедипина (0.05 мкМ) и рианоди�
на (10 мкМ) полностью блокировало холинерги�
ческую реакцию и увеличивало ее чувствитель�
ность к нифедипину. 

Таким образом, сократительные реакции ам�
ниона куриного эмбриона, обусловленные акти�
вацией М3�холинорецепторов, зависят от экс�
траклеточного Са2+, входящего через потенциа�
луправляемые каналы L�типа, и мобилизации
Са2+ из внутриклеточных запасов через рецепто�
ры инозитолтрисфосфата и рианодиновые рецеп�
торы. Вовлечение разных источников Са2+ обес�
печивает значительный Са2+�сигнал и долговре�
менную и высокоамплитудную реакцию. 
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Intraсellular Transmission of the Cholinergic Signal in the Chick  Amnion 

O. V. Boiko and B. N. Manukhin
Kol’tsov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia

e'mail: boikolg@gmail.com

The role of the system of deposited calcium in the mediation of contractile reactions to carbachol in an iso�
lated amnion of 11–13 day old chicken embryo was studied. It was found that thapsigargin (2 µM, 20 min),
an inhibitor of the endoplasmic reticulum Ca2+�ATPases, decreases the tonic reaction to carbachol by 40 ± 2%.
In the presence of U73122 (5–10 µM, 10 min), a phosphoinositide�specific phospholipase C inhibitor, the
rhythmic contractile reaction of the amnion to carbachol is blocked, whereas the tonic reaction decreases to
47 ± 9% of the initial one. Ryanodine (10 µM, 5 min) inhibits the spontaneous contractile activity of the am�
nion and decreases the tonic reaction to carbachol to 36 ± 3% relative to control.  In the presense of ryano�
dine, nifedipine (0.05 µM) completely blocks the tonic reaction to carbachol. Thus, calcium mobilized from
intracellular stores via inositol trisphosphate and ryanodine receptors  is involved in realization of contractile
reactions, mediated by M3 receptors, in the chick amnion. 
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