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Ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîé èíòåðôåðåíöèîííîé ìèêðîñêîïèè (ËÈÌ) ðàçðàáîòàí ïîäõîä äëÿ
èññëåäîâàíèÿ ñîñòîÿíèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû (ÏÌ) è ïðèìåìáðàííîé îáëàñòè öèòî-
ïëàçìû (ÏÎÖ) íåéðîíà (ïîçâîíî÷íûõ è áåñïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ). Îáíàðóæåíû èçìåíåíèÿ
ñîñòîÿíèÿ ÏÌ è ÏÎÖ íåéðîíîâ â ïîêîå è ïðè ìîäèôèêàöèè ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ íåé-
ðîíà (àöåòèëõîëèí). Ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà îöåíêè êèíåòèêè èçìåíåíèé ÏÌ è ÏÎÖ â ðàçíûõ
ó÷àñòêàõ íåéðîíà. Îáíàðóæåíû ðåãóëÿðíûå ïðîöåññû ÏÌ è ÏÎÖ, ÷àñòîòà êîòîðûõ çàâèñèò îò
ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ íåéðîíîâ. Ïðåäïîëîæåíî, ÷òî ôëóêòóàöèè çàâèñÿò îò èçìåíåíèé
ðåëüåôà ÏÌ, ïåðåñòðîéêè ïðèìåìáðàííîãî öèòîñêåëåòà è äâèæåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ âåçè-
êóë â ÏÎÖ íåéðîíà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ëàçåðíàÿ èíòåðôåðåíöèîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, íåéðîí, ìåìáðàííûé ïîòåí-

öèàë, àöåòèëõîëèí.

Îäíèì èç âàæíåéøèõ îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ,
ôóíêöèîíèðîâàíèå êîòîðîãî ëåæèò â îñíîâå êîîð-
äèíàöèè æèçíåäåÿòåëüíîñòè âñåõ æèâîòíûõ, âêëþ÷àÿ
÷åëîâåêà, ÿâëÿåòñÿ íåðâíàÿ êëåòêà, òðàíñôîðìàöèÿ
âîçáóæäåíèÿ ìåæäó íåéðîíàìè çà ñ÷åò ãåíåðàöèè ïî-
òåíöèàëîâ äåéñòâèÿ è ðèòìè÷åñêîå âîçáóæäåíèå. Ãå-
íåðàöèÿ ïîòåíöèàëà äåéñòâèÿ (ÏÄ) è ðèòìè÷åñêîå
âîçáóæäåíèå (ÐÂ) íåðâíîé êëåòêè îáóñëîâëåíû êàê
àêòèâàöèåé ïîòåíöèàëî-çàâèñèìûõ êàíàëîâ è òðàíñ-
ïîðòíûõ ÀÒÔàç, òàê è èçìåíåíèÿìè ôèçèêî-õèìè-
÷åñêèõ ñâîéñòâ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû (ÏÌ) (ïî-
âåðõíîñòíûé çàðÿä, âÿçêîñòü), à òàêæå ïðèìåìáðàí-
íîé îáëàñòè öèòîïëàçìû (ÏÎÖ). Ïðè ÐÂ íåðâíîé
êëåòêîé çàïóñêàþòñÿ äèíàìè÷åñêèå ïðîöåññû â öè-
òîïëàçìå, ïðèâîäÿùèå ê èçìåíåíèþ îáúåìà êëåòêè
è ñîñòîÿíèÿ ÏÌ [1, 2].

Èçâåñòíî, ÷òî ñîñòîÿíèå ÏÌ íåéðîíà (Retzius-
íåéðîí ïèÿâêè) çàâèñèò îò ìåæêëåòî÷íîé êîíöåíò-
ðàöèè ìåäèàòîðîâ (àöåòèëõîëèíà (ÀÕ), ñåðîòîíèíà
(5-ÍÒ), ãëþòàìàòà è äð.) [3]. Âàæíî, ÷òî èçìåíåíèÿ
ÏÎÖ (ýêçîöèòîç 5-ÍÒ) ñîïðîâîæäàþòñÿ ñëèÿíèåì
âíóòðèêëåòî÷íûõ âåçèêóë ñ ÏÌ, èçìåíåíèåì åå âÿçêî-
ñòè è óðîâíÿ ìåìáðàíîñâÿçàííîãî Ñà2+. Òàê, ïðè ýêñò-
ðàêëåòî÷íîì äåéñòâèè ÀÕ íà R-êëåòêó íàáëþäàåòñÿ
óâåëè÷åíèå âÿçêîñòè ìåìáðàíû, ÷òî îáóñëîâëåíî àê-
òèâàöèåé ÀÕ-ðåöåïòîðîâ, âõîäîì Ñà2+ è àêòèâàöèåé
ôîñôîëèïàç. Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåíèå ÐÂ â íåé-
ðîíàõ íàïðÿìóþ ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ñîñòîÿíèÿ
êàê êëåòî÷íîé ìåìáðàíû, òàê è ïðèìåìáðàííîé öè-
òîïëàçìû [4, 5].

Ñïåöèôèêà íåðâíîé êëåòêè äëÿ èññëåäîâàíèÿ çà-
êëþ÷àåòñÿ â èñêëþ÷èòåëüíîé çàâèñèìîñòè åå ôóíê-
öèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèè è êëåòî÷íîé äèíàìèêè îò
ìåòîäà èññëåäîâàíèÿ. Êàê ïðàâèëî, äëÿ èçó÷åíèÿ ñî-
ñòîÿíèÿ ÏÌ è ÏÎÖ èñïîëüçóþòñÿ ìåòîäû ôëóîðåñ-
öåíòíîé è ÝÏÐ-ñïåêòðîñêîïèè, ÷òî ñîïðÿæåíî ñ ââå-
äåíèåì â êëåòêó ìîëåêóëÿðíûõ çîíäîâ, íàðóøàþùèõ
ñòðóêòóðó êëåòî÷íîé ìåìáðàíû è èçìåíÿþùèõ ñîñòîÿ-
íèå öèòîïëàçìû. Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ èñïîëüçî-
âàëñÿ ìåòîä ëàçåðíîé èíòåðôåðåíöèîííîé ìèêðîñêî-
ïèè (ËÈÌ), ïîçâîëÿþùèé èññëåäîâàòü ñîñòîÿíèÿ
ÏÌ è ÏÎÖ íåéðîíà áåç èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû è íà-
ðóøåíèÿ ìåõàíèçìîâ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â ðàçðàáîò-
êå ïîäõîäîâ èçìåðåíèÿ îïòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ìåìáðàíû
è ïðèìåìáðàííîé öèòîïëàçìû ïðè ðàçëè÷íîì ôóíê-
öèîíàëüíîì ñîñòîÿíèè íåéðîíîâ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè âûäåëåííûå íåé-
ðîíû èç ñåãìåíòíûõ ãàíãëèåâ ïèÿâêè (Herudo medi-
cinalis) è êóëüòóðà íåéðîíîâ èç ñïèííîãî ìîçãà ýìá-
ðèîíîâ ìûøè. Íåéðîíû ïîìåùàëè â ãåðìåòè÷íóþ
êàìåðó è èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå (ñðåäà-1): 115 ìÌ
NaCl; 4 ìÌ KÑl; 1 ìÌ CaCl2, 1 ìÌ MgCl2, ðH 7,4
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå [4]. Ïåðåä ýêñïåðèìåí-
òîì ïðîâîäèëèñü èçìåðåíèÿ ôëóêòóàöèé ôàçîâîé âû-
ñîòû (ÔÂ) íà ïîäëîæêå, à çàòåì — èçìåðåíèÿ ñàìî-
ãî îáúåêòà. Â ñâÿçè ñ çàäà÷åé èññëåäîâàíèÿ â ðÿäå
ýêñïåðèìåíòîâ ïðîèçâîäèëè çàìåíó ñðåäû-1 íà ðàñ-
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* Âñåðîññèéñêèé ÍÈÈ îïòèêî-ôèçè÷åñêèõ èçìåðåíèé.
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òâîð (ñðåäà-2): 80 ìÌ NaCl; 50 ìÌ KÑl; 1 ìÌ CaCl2;
1 ìÌ MgCl2, ðH 7,4, ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå èëè
ðàñòâîð (ñðåäà-3), ñîäåðæàùèé ñðåäó-1 è 10–10 Ì àöå-
òèëõîëèí, à òàêæå ðàñòâîð (ñðåäà-4), ñîäåðæàùèé ñðå-
äó-1 è 10–4 Ì òåòðàýòèëàììîíèé. Äëÿ íåéðîíîâ ìûøè
ðàñòâîð ñîäåðæàë: áóôåð HEPES pH 7,4; 137 mM
NaCl; 5,35 mM KCL; 2,2 mM KH2PO4; 16,6 mM glu-
cose; 9,8 mM HEPES [6].

Èññëåäîâàíèÿ îïòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ìåìáðàíû è
ïðèìåìáðàííîé öèòîïëàçìû ïðè ðàçëè÷íîì ôóíê-
öèîíàëüíîì ñîñòîÿíèè íåéðîíîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì
ËÈÌ [7, 8]. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëèñü ñïåöè-
àëüíûå ãåðìåòè÷íûå òåðìîñòàòèðóåìûå êàìåðû, â êî-
òîðûõ îñóùåñòâëÿëàñü ïåðôóçèÿ ðàñòâîðà, áåç èçìåíå-
íèÿ ïîëîæåíèÿ îáúåêòà. Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà èçëó-
÷åíèÿ èñïîëüçîâàëè He-Ne ëàçåð (633 íì, 1,5 ìÂò.).
Ëèíåéíî-ïåðèîäè÷åñêàÿ ìîäóëÿöèÿ ôàçû îïîðíîé
âîëíû îñóùåñòâëÿëàñü çåðêàëîì ñ ïîìîùüþ ïüåçî-
ïðåîáðàçîâàòåëÿ (÷àñòîòà 1 êÃö). Äëÿ ðåãèñòðàöèè èí-
òåðôåðåíöèîííîãî ñèãíàëà è åãî àíàëîãî-öèôðîâîãî
ïðåîáðàçîâàíèÿ èñïîëüçîâàëñÿ êîîðäèíàòíî÷óâñòâè-
òåëüíûé ôîòîïðèåìíèê-äèññåêòîð (óñòðîéñòâî, ñî-
ñòîÿùåå èç ôîòîýëåêòðîííîãî óìíîæèòåëÿ (ÔÝÓ), îò-
êëîíÿþùèõ êàòóøåê è ýëåêòðîííîãî áëîêà). Âåëè-
÷èíà ôàçîâîé âûñîòû, ñîîòâåòñòâóþùàÿ èçìåðÿåìîé
îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (â íì), ðåãèñòðèðîâàëàñü ñ ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòüþ 0,5 íì, ïåðèîäè÷íîñòü âûáîðêè è
ñêîðîñòü ââîäà èçîáðàæåíèÿ îïðåäåëÿëèñü ÷àñòîòîé
ìîäóëÿöèè 1 Êãö (èëè 0,9 ìñ íà ïèêñ).

Ïðèíöèï äåéñòâèÿ ËÈÌ îñíîâàí íà èçìåðåíèè
ëîêàëüíûõ ôàç ñâåòà, îòðàæåííîãî îáúåêòîì [9]. Ëà-
çåðíûé ëó÷ ðàçäåëÿåòñÿ íà äâà, îäèí èç êîòîðûõ, ïðî-
õîäÿ ÷åðåç êëåòêó, îòðàæàåòñÿ îò çåðêàëüíîé ïîäëîæ-
êè, íà êîòîðîé íàõîäèòñÿ êëåòêà (îòðàæåííûé ëó÷).
Äðóãîé ëó÷ ÿâëÿåòñÿ êîíòðîëüíûì è íå ïðîõîäèò
÷åðåç îáúåêò, à îòðàæàåòñÿ îò çåðêàëà ïüåçîïðåîáðà-
çîâàòåëÿ (îïîðíûé ëó÷). Ðàññåÿííûé îáúåêòîì ëó÷
â ïëîñêîñòè ôîòîïðèåìíèêà èíòåðôåðèðóåò ñ îïîð-
íûì ëó÷îì è ñîçäàåò â ôîòîïðèåìíèêå ðàñïðåäåëå-
íèå ôîòîòîêîâ, ÷òî ôîðìèðóåò èíòåðôåðåíöèîííóþ
êàðòèíó (ôàçîâîå èçîáðàæåíèå îáúåêòà). Ïðè ïîñòðî-
åíèè ôàçîâîãî èçîáðàæåíèÿ ñèãíàë íîðìèðîâàëñÿ
ïî äëèíå âîëíû, îïðåäåëÿëàñü âåëè÷èíà îïòè÷åñêîé
ðàçíîñòè õîäà (ÎÐÕ) äâóõ ëó÷åé, èíà÷å íàçûâàåìàÿ
ôàçîâîé âûñîòîé (Ô):

Ô =
( )� �

�

�0

2 2

� obj
, (1)

ãäå �0 — íà÷àëüíàÿ ôàçà, ðàä, �obj — ñäâèã ôàçû îáú-
åêòîì, ðàä, � — äëèíà âîëíû èñòî÷íèêà, íì.

Â îáùåì ñëó÷àå ôàçîâàÿ âûñîòà Ô â êàæäîé òî÷-
êå îáúåêòà ñâÿçàíà ñ åãî ãåîìåòðè÷åñêèìè ðàçìåðàìè
(òîëùèíîé), z [9].

Ô(x, y) =
0

zmax

� (n (x, y, z) – n1)dz, (2)

ãäå n1 — ïîêàçàòåëü ïðåëîìëåíèÿ áóôåðíîãî ðàñòâî-
ðà, âåëè÷èíà êîòîðîãî ïîñòîÿííà, n (x, y, z) — âå-
ëè÷èíà ïîêàçàòåëÿ ïðåëîìëåíèÿ â òî÷êå êëåòêè ñ
êîîðäèíàòàìè õ, ó âûñîòîé z, zmax — âåðõíèé ïðå-
äåë èíòåãðèðîâàíèÿ, âûáèðàåòñÿ âûøå âåðõíåé òî÷-
êè îáúåêòà.

Òàêèì îáðàçîì, ôàçîâîå èçîáðàæåíèå êëåòêè ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé ðàñïðåäåëåíèå ôàçîâîãî ñäâèãà â ðàç-
ëè÷íûõ îáëàñòÿõ îáúåêòà, à çíà÷åíèå ôàçîâîé âûñîòû
â êàæäîé òî÷êå (i ) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñóììó âûñîò
ðàçëè÷íûõ îïòè÷åñêèõ ñðåä (z), ãäå n — êîýôôèöè-
åíòû ïðåëîìëåíèÿ ñîîòâåòñòâóþùåé ñðåäû [10]:

Ôi = � �n z n z n zi i i i
n
i

n
i

1 1 2 2
� � �... – n1z. (3)

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííîå ñ ïîìîùüþ ËÈÌ èçîáðàæåíèå íåé-
ðîíà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ôàçîâûé ïîðòðåò èëè ïðî-
ôèëü îáúåêòà (ðèñ. 1, à). Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ çíà-
÷åíèé ôàçîâîé âûñîòû îáúåêòà ôîðìèðóåòñÿ òðåõ-
ìåðíîå èçîáðàæåíèå êëåòêè (ðèñ. 1, á). Óñòàíîâëåíî,
÷òî ôàçîâîå èçîáðàæåíèå êëåòêè õàðàêòåðèçóåòñÿ ðåëü-
åôîì, ñâÿçàííûì ñ íåðàâíîìåðíûì ðàñïðåäåëåíèåì
ñòðóêòóð ñ ðàçëè÷íûì êîýôôèöèåíòîì ïðåëîìëåíèÿ
â öèòîïëàçìå êëåòêè (ëèçîñîìû, ìèòîõîíäðèè, ÿäðî
è ò.ä.) èëè îñòàòêàìè òêàíåé è äðóãèõ êëåòîê íà ïî-
âåðõíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû (äëÿ ñîõðàíåíèÿ íà-
òèâíîãî ñîñòîÿíèÿ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ïðè
âûäåëåíèè êëåòîê ïðîíàçó íå èñïîëüçîâàëè).

Ïðè àíàëèçå èçîáðàæåíèÿ âûáèðàëè ó÷àñòîê ñêà-
íèðîâàíèÿ êëåòêè (ñêàí-ëèíèÿ 3,75 ìêì), âêëþ÷à-
þùèé â ñåáÿ ïðèìåìáðàííóþ öèòîïëàçìó, ó÷àñòîê
ìåìáðàíû è ó÷àñòîê ýêñòðàêëåòî÷íîé ñðåäû, ïðèëå-
ãàþùèé ê ìåìáðàíå (ðèñ. 1, à—ã). Ôàçîâîå èçîáðà-
æåíèå íåéðîíà ïîëó÷àëè êàæäûå 64—65 ñ (ðèñ. 2, à).
Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå ôàçîâîé
âûñîòû íàáëþäàåòñÿ èìåííî â ïðèìåìáðàííîé îá-
ëàñòè íåéðîíà (ðèñ. 1, ã). Ôàçîâîå èçîáðàæåíèå íåé-
ðîíà ìåíÿåòñÿ âî âðåìåíè è çàâèñèò îò ñîñòîÿíèÿ
êëåòêè (ðèñ. 3, â). Èçìåíåíèÿ ôàçîâîé âûñîòû â îá-
ëàñòè öèòîïëàçìû íåéðîíà ñâÿçàíû ñ èçìåíåíèÿ-
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Ðèñ. 1. Ôàçîâûå èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷àåìûå ïðè ðàáîòå ìåòîäîì ËÈÌ. à — ôàçîâûé ïîðòðåò ó÷àñòêà êëåòêè (ñïðàâà) è ëèíèÿ ïî êîòî-
ðîé ïðîâîäèëîñü ñêàíèðîâàíèå; á — òðåõìåðíîå âîññòàíîâëåíèå ïðîôèëÿ êëåòêè; â — óâåëè÷åííîå ôàçîâîå èçîáðàæåíèå ëèíèè ñêàíè-
ðîâàíèÿ; ã — ôàçîâûé ïðîôèëü ïî ëèíèè ñêàíèðîâàíèÿ; ä — (Iîðõ) ïóíêòèðíûìè ëèíèÿìè îáîçíà÷åí ó÷àñòîê íà ôàçîâîì ïðîôèëå
êëåòêè, ñîîòâåòñòâóþùèé íàèáîëåå èíòåíñèâíûì èçìåíåíèÿì ïðîôèëÿ; å — ñêàíèðîâàíèå âûáðàííîãî ó÷àñòêà âî âðåìåíè, ïóíêòèð-
íûìè ëèíèÿìè îáîçíà÷åí ó÷àñòîê íà ôàçîâîì ïðîôèëå êëåòêè, ñîîòâåòñòâóþùèé íàèáîëåå èíòåíñèâíûì èçìåíåíèÿì ïðîôèëÿ; æ —
Ôóðüå-àíàëèç â âûáðàííûõ òî÷êàõ, âûäåëÿþòñÿ õàðàêòåðíûå ÷àñòîòû ôëóêòóàöèé ôàçîâîãî ïðîôèëÿ; ç — ðàñïðåäåëåíèå ÷àñòîò ïî âñåé

ëèíèè ñêàíèðîâàíèÿ
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ìè êîýôôèöèåíòà ïðåëîìëåíèÿ îòäåëüíûõ êîìïî-
íåíòîâ öèòîïëàçìû êëåòêè è, âåðîÿòíî, çàâèñÿò îò
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà, ñòðóêòóðû ïðèìåìáðàí-
íîãî ñëîÿ, öèòîñêåëåòà, à òàêæå äâèæåíèÿ âíóòðè-
êëåòî÷íûõ âåçèêóë.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî èçìåíåíèÿ ôàçîâîãî ïðîôèëÿ
íåéðîíà íå ñâÿçàíû ñ óâåëè÷åíèåì èëè óìåíüøå-
íèåì îáúåìà êëåòêè (ðèñ. 2), òàê êàê ïðè ýòîì ñìå-
ùåíèÿ ôàçîâîãî ïðîôèëÿ â ýêñòðàêëåòî÷íóþ îáëàñòü
íå íàáëþäàåòñÿ. Îäíàêî ïðè àêòèâàöèè ÀÕ-ðåöåï-
òîðîâ (èíêóáàöèÿ íåéðîíîâ â ñðåäå ñ àöåòèëõî-
ëèíîì) íàáëþäàëîñü ñìåùåíèå ôàçîâîãî ïðîôèëÿ â
ýêñòðàêëåòî÷íóþ îáëàñòü (ðèñ. 3), ÷òî, ïî-âèäèìîìó,
ñâèäåòåëüñòâóåò îá óâåëè÷åíèè îáúåìà êëåòêè èëè èç-
ìåíåíèè ñêëàä÷àòîñòè ðåëüåôà ìåìáðàíû íåéðîíà.

Â ïðîöåññå àíàëèçà ôàçîâûõ èçîáðàæåíèé ðåãè-
ñòðèðîâàëè ó÷àñòêè ñ ìàêñèìàëüíûìè àìïëèòóäà-
ìè èçìåíåíèé ÎÐÕ (Iîðõ, ðèñ. 2 è 3). Óñòàíîâëåíî,
÷òî êèíåòèêà èçìåíåíèÿ Iîðõ ìîæåò áûòü ðàçíîé (ò.å.
ìàêñèìóì Iîðõ ìîæåò ñìåùàòüñÿ âäîëü ñå÷åíèÿ êëåò-
êè, ïðè ýòîì ìîæåò ïðîèñõîäèòü óøèðåíèå êðèâîé
Iîðõ è ïîÿâëåíèå äîïîëíèòåëüíûõ ìàêñèìóìîâ). Ýòè
ÿâëåíèÿ íàèáîëåå âûðàæåíû ïðè äåéñòâèè íà êëåòêó
àöåòèëõîëèíà (ðèñ. 1, â—ç).

Ïðè èññëåäîâàíèè õàðàêòåðà èçìåíåíèé ôàçî-
âîãî ïðîôèëÿ (ðèñ. 1, å) áûëè âûÿâëåíû ðåãóëÿðíûå
èçìåíåíèÿ ôàçîâîãî ïðîôèëÿ âî âðåìåíè â êàæäîé
òî÷êå ñ ìàêñèìàëüíûì Iîðõ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â êîíò-
ðîëå èçìåíåíèÿ ôàçîâîãî ïðîôèëÿ îñóùåñòâëÿþòñÿ
ñ ðàçíîé ÷àñòîòîé, à ïðè èçìåíåíèè ôóíêöèîíàëü-
íîãî ñîñòîÿíèÿ íåéðîíà ìåíÿåòñÿ è ÷àñòîòà èçìåíå-
íèé ôàçîâîãî ïðîôèëÿ è Iîðõ.

Èòàê, â ïðèìåìáðàííîé îáëàñòè öèòîïëàçìû (ìå-
íåå 370 íì) íàìè âûÿâëåíà ëîêàëüíàÿ îáëàñòü ñ ìàê-
ñèìàëüíîé äèíàìèêîé èçìåíåíèé âûñîòû ôàçîâîãî
ïðîôèëÿ. Ïðè äåéñòâèè íà êëåòêó àöåòèëõîëèíà ýòà
îáëàñòü ñìåùàëàñü, ÷òî ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèÿìè îáú-
åìà êëåòêè èëè ñêëàä÷àòîñòè ìåìáðàíû íåéðîíà.

Ñ ïîìîùüþ ôóðüå-àíàëèçà áûëî óñòàíîâëåíî,
÷òî ðåãóëÿðíûå èçìåíåíèÿ âûñîòû ôàçîâîãî ïðîôè-
ëÿ (ÔÏ) ñâÿçàíû òîëüêî ñ ïðèìåìáðàííîé îáëàñòüþ
öèòîïëàçìû, à â öèòîïëàçìå îòñóòñòâóþò. Õàðàêòåð-
íûå ôëóêòóàöèè âûñîòû ôàçîâîãî ïðîôèëÿ â ÏÎÖ
íåéðîíà âàðüèðîâàëè â èíòåðâàëå îò 0,3 äî 15 Ãö.
Íàèáîëåå âåðîÿòíûìè áûëè èçìåíåíèÿ â îáëàñòè
0,3—3 Ãö, 4—6 Ãö, 8—10 Ãö è 13—15 Ãö, à òàêæå
â äèàïàçîíå ÷àñòîò îò 0,3 äî 3,0 Ãö. Îòìåòèì, ÷òî

îáëàñòü ÷àñòîò, îáóñëîâëåííûõ “øóìîì” ïðèáîðà, íà-
õîäèòñÿ â äèàïàçîíå îò 0 äî 0,5 Ãö.

Îáíàðóæåííûå èçìåíåíèÿ âûñîòû ôàçîâîãî ïðî-
ôèëÿ íåéðîíà â ïîêîå ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ðåãóëÿð-
íûìè èçìåíåíèÿìè âÿçêîñòè ñàìîé ÏÌ èëè ïîäâèæ-
íîñòè ñâÿçàííûõ ñ íåé öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ñòðóêòóð,
à òàêæå ðàçëè÷íûõ ïðîöåññîâ â ÏÎÖ (öèêëîçèñ) [11].
Ïðè èçìåíåíèÿõ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ íåéðî-
íà (äåéñòâèå ÀÕ) âåðîÿòíîñòü ïðîÿâëåíèÿ ôëóêòóà-
öèé ôàçîâîãî ïðîôèëÿ âîçðàñòàëà â îáëàñòè ÷àñòîò:
0,5—0,7 Ãö; 0,9—1,0 Ãö; 1,3—1,5 Ãö; 1,7—2,1 Ãö;
2,3—2,5 Ãö è 2,9—3,0 Ãö. Ïðè ýòîì âûÿâëåíî ñíèæå-
íèå âåðîÿòíîñòè ôëóêòóàöèé íà ÷àñòîòàõ 0,8; 1,2; 1,6;
2,2; 2,7 Ãö.

Äëÿ êóëüòóðû íåéðîíîâ èç ñïèííîãî ìîçãà ýìá-
ðèîíîâ ìûøè áûëè îáíàðóæåíû ñëåäóþùèå õàðàê-
òåðíûå ÷àñòîòû ôëóêòóàöèé ôàçîâîãî ïðîôèëÿ íåé-
ðîíà: 0,4—0,8 Ãö; 1,4—1,8 Ãö, à òàêæå 2,4—2,6 Ãö
(ðèñ. 4). Âàæíî, ÷òî ÷àñòîòû 0,4—0,6, à òàêæå 1,6 Ãö
êîððåëèðóþò ñ ÷àñòîòîé áèîýëåêòðè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè ýòèõ íåéðîíîâ. Ïðè èçìåíåíèÿõ ôóíêöèîíàëü-
íîãî ñîñòîÿíèÿ íåéðîíîâ ìûøè, âûçâàííîé àöåòèë-
õîëèíîì, óâåëè÷èëîñü ÷èñëî ðåãóëÿðíûõ ïðîöåññîâ:
ðîñëà âåðîÿòíîñòü ïîÿâëåíèÿ ïðîöåññîâ ñ ÷àñòîòàìè
0,6 è 1,8 Ãö. Ñíèçèëàñü âåðîÿòíîñòü ïîÿâëåíèÿ ðå-
ãóëÿðíûõ èçìåíåíèé ñ ÷àñòîòàìè 1,6 è 2,4 Ãö. Àíà-
ëèç ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ â õîäå èññëåäîâàíèÿ
èçìåíåíèé, âûçâàííûõ äåéñòâèåì ÀÕ, íà äâóõ òèïàõ
êëåòîê (íåéðîíîâ ïîçâîíî÷íûõ è áåñïîçâîíî÷íûõ)
ñâèäåòåëüñòâóåò, ÷òî âåðîÿòíîñòü ïðîÿâëåíèÿ ôëóê-
òóàöèé ñ ÷àñòîòàìè 0,6 è 1,8 Ãö äëÿ îáîèõ òèïîâ
íåéðîíîâ âîçðàñòàåò, à ïðîöåññîâ ñ ÷àñòîòîé 1,6 Ãö,
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Ðèñ. 2. Ïðàâàÿ ÷àñòü ãðàôèêà: ëèíèÿ ñêàíèðîâàíèÿ çàõâàòûâàåò ó÷àñòîê ýêñòðàêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà. à — èçìåíåíèå ôàçîâîãî ïðî-
ôèëÿ Retzius-íåéðîíà ïî ëèíèè ñêàíèðîâàíèÿ; á — èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè èçìåíåíèé ÎÐÕ (Iîðõ) ïðè íîðìàëüíîì ôóíêöèî-

íèðîâàíèè íåéðîíà.
Ëåâàÿ ÷àñòü ãðàôèêà: ëèíèÿ ñêàíèðîâàíèÿ çàõâàòûâàåò ìåìáðàíó íåéðîíà è ó÷àñòîê ïðèìåìáðàííîé öèòîïëàçìû. à — íåçíà÷èòåëü-
íûå èçìåíåíèÿ ðåëüåôà ôàçîâîãî ïðîôèëÿ áåç ñìåùåíèÿ ïî îñè õ; á — ôëóêòóàöèè (Iîðõ), ñîîòâåòñòâóþùèå îáëàñòè ìåìáðàíû è
ïðèìåìáðàííîé öèòîïëàçìû; â — èçìåíåíèå ôàçîâîãî ïðîôèëÿ Rz-êëåòêè ïî ëèíèè ñêàíèðîâàíèÿ; ã — èíòåíñèâíîñòè èçìåíåíèé
ÎÐÕ (Iîðõ) ïðè èíêóáàöèè ñ ðàñòâîðîì àöåòèëõîëèíà (ìåìáðàíà è ó÷àñòîê ïðèìåìáðàííîé öèòîïëàçìû — ïðàâàÿ ÷àñòü ãðàôèêà, ýêñò-
ðàêëåòî÷íàÿ ñðåäà — ëåâàÿ). Èçìåíåíèÿ ðåëüåôà ôàçîâîãî ïðîôèëÿ ñî ñìåùåíèåì âäîëü îñè õ (â), ñâèäåòåëüñòâóþò îá èçìåíåíèè
îáúåìà íåéðîíà. Ôëóêòóàöèè (Iîðõ) ñî ñäâèãîì âäîëü îñè õ (ã), ñâèäåòåëüñòâóþò î ñìåùåíèè îáëàñòè ìàêñèìàëüíûõ èçìåíåíèé ôàçî-

âîãî ïðîôèëÿ â ðàçëè÷íûå ó÷àñòêè êëåòêè

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå âûñîòû ôàçîâîãî ïðîôèëÿ âî âðåìåíè â îáëà-
ñòè ñ íàèáîëüøåé Iîðõ (â îäíîé òî÷êå èç ëèíèè ñêàíèðîâàíèÿ)
â êîíòðîëå (à) è ïîñëå äîáàâëåíèÿ àöåòèëõîëèíà (á). Âèäíû ðå-
ãóëÿðíûå èçìåíåíèÿ âûñîòû ôàçîâîãî ïðîôèëÿ. Ñòðåëêîé óêàçàí
ìîìåíò äîáàâëåíèÿ àöåòèëõîëèíà (Àõ) â ñèñòåìó. Âèäíî, ÷òî àìï-
ëèòóäà êîëåáàíèé ïðîôèëÿ çíà÷èòåëüíî áîëüøå, ÷åì â êîíòðîëå,

îñîáåííî áîëüøàÿ àìïëèòóäà ñðàçó ïîñëå äîáàâëåíèÿ Àõ



õàðàêòåðíûõ äëÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ íåéðîíîâ â íîð-
ìàëüíîì ñîñòîÿíèè, ñíèæàåòñÿ.

Èòàê, íàìè ðàçðàáîòàí ïîäõîä äëÿ îöåíêè ñî-
ñòîÿíèÿ ÏÌ è ÏÎÖ íåéðîíîâ ïîçâîíî÷íûõ è áåñ-
ïîçâîíî÷íûõ ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäà ëàçåðíîé èíòåð-
ôåðåíöèîííîé ìèêðîñêîïèè (ËÈÌ). Îáíàðóæåíû
èçìåíåíèÿ ñîñòîÿíèÿ ÏÌ è ÏÎÖ íåéðîíîâ â ïî-
êîå è ïðè ìîäèôèêàöèè ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ êëåòêè ñ ïîìîùüþ íåéðîìåäèàòîðîâ (àöåòèëõî-
ëèí). Ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà îöåíêè èíòåíñèâíîñòè

ýòèõ èçìåíåíèé â ðàçíûõ ó÷àñòêàõ íåéðîíà è ïðîâå-
äåíà îöåíêà ñîñòîÿíèÿ ÏÌ è ÏÎÖ íåéðîíîâ âî âðå-
ìåíè. Îáíàðóæåíû ðåãóëÿðíûå ïðîöåññû ÏÌ è ÏÎÖ,
÷àñòîòà êîòîðûõ çàâèñèò îò ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿ-
íèÿ íåéðîíà. Âåðîÿòíî, ýòè ôëóêòóàöèè îáóñëîâëå-
íû èçìåíåíèÿìè ðåëüåôà ìåìáðàíû ïðè ïåðåñòðîéêå
ïðèìåìáðàííîãî öèòîñêåëåòà è äâèæåíèè âíóòðèêëå-
òî÷íûõ âåçèêóë â ïðèìåìáðàííîé îáëàñòè öèòîïëàç-
ìû íåéðîíà.
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USING THE DYNAMIC PHASE MICROSCOPY
FOR NEURON CYTOPLASM STUDIES

T.A. Kazakova, S.M. Novikov, G.G. Levin, G.V. Maksimov

Using laser interference microscopy (LIM) an approach to study the state of the plasma memb-
rane (PM) and cytoplasmic-membrane region neuron (vertebrates and invertebrates) was developed.
The changes of the PM and neurons cytoplasm state at rest and during the modification of the func-
tioning (a neurotransmitter, acetylcholine) was studied. The method for evaluation of the kinetics
of changes in PM and neurons cytoplasm in different parts of the cell was elaborate. Regular PM and
neurons cytoplasm processes, the frequency of which depends on the functional state of the neurons
was found. It was suggested that the fluctuations depend on the PM relief changes, the restructuring
of cytoskeleton-membrane and movement of intracellular vesicles in neurons cytoplasm.

Key words: laser interference microscopy, neuron, membrane potention, acetylcholine.
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