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Изучение особенностей функционирования различных систем организма у разных по-
звоночных животных является одной из ключевых задач сравнительной физиологии. Ко-
стистые рыбы – многочисленная группа позвоночных, однако механизмы функциониро-
вания их пищеварительного тракта недостаточно изучены и в основном только для такого 
модельного объекта как Danio rerio. Целью данной работы было охарактеризовать участие 
различных подтипов М-холинорецепторов и фермента Rho-киназы в холинергическом 
сокращении гладкой мускулатуры кишечника беломорской трески Gadus morhua marisalbi 
(Gadidae). Из проксимального отдела кишки вырезали продольную полоску и помещали 
ее в установку для регистрации сократительных ответов в изометрическом режиме. Со-
кратительные реакции в ответ на ацетилхолин полностью блокировались атропином. 
Блокада М3-холинорецепторов с помощью 4-DAMP приводила к ослаблению вызванно-
го ацетилхолином сокращения по сравнению с ответом в контроле. При блокаде  
М1-рецепторов с помощью пирензепина сократительные ответы также уменьшались, но 
менее выраженно, чем при блокаде М3-холинорецепторов. Блокада М2-холино-
рецепторов с помощью метоктрамина не влияла на величину сократительного ответа. 
Инкубация препаратов с  ингибитором Rho-киназы сопровождалась существенным 
уменьшением сократительных реакций по сравнению с контролем, а также более бы-
стрым снижением силы сокращения после достижения «пика» реакции. Таким образом, 
ацетилхолин вызывает сокращение гладкой мускулатуры кишечника трески путем акти-
вации М3 и М1, но не М2-холинорецепторов. Активность фермента Rho-киназы способ-
ствует развитию и  поддержанию сокращения гладкой мускулатуры кишечника трески 
под действием ацетилхолина. Полученные результаты представляют интерес для сравни-
тельной физиологии, они могут оказаться важными для понимания механизмов повреж-
дающего влияния факторов окружающей среды на организм костистых рыб, а также при 
использовании рыб в доклинических исследованиях лекарственных препаратов. 
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новые холинорецепторы, Rho-киназа

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-2022-77-4-231-240

Одной из важнейших задач сравнительной 
и эволюционной физиологии является всесторон-
нее изучение особенностей функционирования 
различных систем органов у разных позвоночных 
животных. Костистые рыбы арктических морей 
составляют большую долю морского биоразноо-
бразия России. Тем не менее, многие аспекты фи-
зиологии рыб, которые населяют акваторию Ар-
ктики, в частности, атлантической трески (Gadus 
morhua), изучены мало. Изменяющиеся климати-
ческие условия и загрязнение окружающей среды 
могут отрицательно влиять на организм рыб, в том 
числе и на функционирование их желудочно-ки-
шечного тракта [1, 2]. Эти обстоятельства, а также 
все бóльшая популярность использования кости-
стых рыб в качестве объектов доклинических ис-

следований лекарственных препаратов [3] опреде-
ляют необходимость всестороннего изучения их 
физиологических особенностей.

Перемещение и расщепление компонентов 
пищи в кишечнике невозможно без координиро-
ванных эпизодов сокращения и расслабления его 
гладкомышечной стенки. Как и у других позво-
ночных животных, гладкая мускулатура кишеч-
ника костистых рыб формирует два слоя –  
наружный продольный и внутренний кольцевой. 
Моторика кишечника позвоночных животных на-
ходится под контролем энтеральной нервной си-
стемы, которая представлена двумя нервными 
сплетениями – подслизистым (Мейсснеровым) 
и  межмышечным (Ауэрбаховым) – и включает 
чувствительные, вставочные и моторные нейроны 

https://orcid.org/0000-0001-8859-7689
https://orcid.org/0000-0002-5259-0861
https://orcid.org/0000-0002-7657-5973
https://orcid.org/0000-0002-2319-9396
https://orcid.org/0000-0001-6496-0527
https://orcid.org/0000-0002-4230-3849
mailto:anastasiashvetsova92@gmail.com


232

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2022. Т. 77. № 4

А.А. Швецова, Г.В. Моргунова, Е.А. Новодережкина и др.

множественной медиаторной специализации [4, 5]. 
Среди них весьма многочисленны моторные холи-
нергические нейроны, которые образуют синапсы 
с различными типами клеток стенки кишечника, 
в том числе с гладкомышечными. 

Известно, что ацетилхолин стимулирует мото-
рику кишечника, в том числе у костистых рыб [4–6]. 
У млекопитающих ключевую роль в холинер- 
гическом сокращении гладкомышечных клеток  
кишечника играют мускариновые рецепторы вто-
рого и третьего подтипов [7–12]. В некоторых ис-
следованиях также продемонстрирован функцио-
нальный вклад М1-холинорецепторов в регуля- 
цию сократительной активности гладкой мыш- 
цы кишечника [13–15]. Какие подтипы 
М-холинорецепторов опосредуют вызванное аце-
тилхолином сокращение гладкой мускулатуры ки-
шечника рыб, до сих пор остается неизвестным. 

Сокращение гладкомышечных клеток запу-
скается повышением внутриклеточной концен-
трации ионов Ca2+ [16]. Вместе с тем гладкая 
мышца способна поддерживать тоническое сокра-
щение даже после того, как уровень Ca2+ в клетке 
значительно снизился, этот феномен получил на-
звание «повышение чувствительности сократи-
тельного аппарата к кальцию» [17]. Фермент Rho-
киназа играет ключевую роль в осуществлении 
тонического сокращения гладкой мышцы: она 
фосфорилирует и ингибирует фосфатазу легких 
цепей миозина (ЛЦМ), что обеспечивает высокий 
уровень фосфорилирования ЛЦМ даже при  
низкой активности Ca2+-зависимой киназы 
ЛЦМ [17]. Участие Rho-киназы в регуляции холи-
нергического сокращения гладких мышц пищева-
рительного тракта показано для амфибий [18] 
и многих млекопитающих [19–23], однако ее роль 
в кишечнике рыб пока не изучена. 

Таким образом, целью данной работы было 
охарактеризовать участие различных подтипов 
М-холинорецепторов и фермента Rho-киназы в 
холинергическом сокращении гладкой мускулату-
ры кишечника одного из подвидов атлантической 
трески – беломорской трески G. morhua marisalbi.

Материалы и методы
Объект исследования. Исследование проводи-

ли на Беломорской биологической станции имени 
Н.А. Перцова биологического факультета Мо-
сковского государственного университета имени 
М.В. Ломоносова (ББС МГУ). Объектом исследо-
вания служили особи беломорской трески G. 
morhua marisalbi (Gadidae) обоих полов с длиной 
тела не менее 20 и не более 30 см (приблизитель-
ный возраст – от 2 до 3 лет) [24]. Выловленных из 
моря рыб содержали в аквариумах с постоянно об-
новляющейся морской водой. Исследования про-
водили в соответствии с требованиями, сформу-
лированными в Директиве Совета Европейского 
сообщества 2010/63/EU по охране животных, ис-

пользуемых в научных целях. Всего в работе было 
использовано 37 животных.

Приготовление препарата. Из тела рыбы выде-
ляли проксимальные петли кишечника, осторож-
но удаляя брыжейку с расположенными в ней 
кровеносными сосудами. Полученный сегмент 
кишки разрезали вдоль, фиксировали булавками 
ко дну препаровальной ванночки внутренней сто-
роной вверх и заливали рабочим раствором следу-
ющего состава: NaCl – 150,1 мМ, KCl – 5,2 мМ, 
MgSO4·7Н2О – 1,8 мМ, NaH2PO4·2Н2О – 1,9 мМ, 
NaHCO3 – 7 мМ, CaCl2 – 1,9 мМ, D-глюкоза – 
5,6 мМ (pH от 7,8 до 7,9); этот же раствор исполь-
зовали в течение последующего эксперимента. Из 
стенки кишечника вырезали отчетливо видимую 
продольную полоску (складку) шириной 1–1,5 мм 
и длиной 10–12 мм. К обоим концам полоски 
привязывали лигатуры и переносили препарат 
в экспериментальную установку. 

Регистрация сократительных реакций продоль-
ной полоски кишечника в изометрическом режиме. 
Препарат располагали вертикально в камере объе-
мом 10 мл, дистальную лигатуру крепили ко дну 
экспериментальной камеры, а проксимальную – 
к рычажку тензометрического датчика. Перед нача-
лом работы экспериментальную камеру и подводя-
щие к ней раствор трубки заполняли рабочим 
раствором (состав см. выше). Во время экспери-
мента с помощью перистальтического насоса через 
камеру с препаратом непрерывно создавали проток 
раствора со скоростью 7 мл/мин. Температуру рас-
твора в камере поддерживали на уровне 10°С. Для 
оксигенации раствор предварительно аэрировали 
карбогеном (5% СО2 + 95%O2), затем измеряли 
и при необходимости корректировали рН с исполь-
зованием NaOH. Показания тензометрического 
датчика оцифровывали с частотой 10  Гц с помо-
щью аналого-цифрового преобразователя  
E14-140М (L-CARD, Россия) и записывали на жест-
кий диск персонального компьютера с использова-
нием программы PowerGraph 3.3 (ДИСофт, Россия). 

Препарат осторожно растягивали до значения 
силы 5 мН и оставляли на 20–30 мин для рассла-
бления гладкой мышцы, в течение этого времени 
периодически увеличивали растяжение препарата, 
возвращая уровень преднагрузки к 5 мН. Затем 
проводили однократную активацию препарата 
ацетилхолином (10 мкМ, 5 мин), отмывали рас-
твором без ацетилхолина (10 мин) и еще раз кор-
ректировали значение силы к 5 мН. Спустя 5 мин 
приступали к проведению эксперимента по одно-
му из описанных ниже протоколов.

Первый протокол использовали с целью оце-
нить диапазон эффективных концентраций аце-
тилхолина и выбрать концентрацию агониста для 
дальнейшего фармакологического анализа. Для 
этого регистрировали сократительные ответы пре-
парата на ацетилхолин в концентрациях 0,1 мкМ, 
1 мкМ, 10 мкМ и 100 мкМ. Камеру с препаратом 
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в  течение 5 мин перфузировали рабочим раство-
ром, содержащим ацетилхолин в одной из иссле-
дуемых концентраций, периоды отмывки между 
воздействиями длились 10 мин. 

Второй протокол использовали с целью оцен-
ки вклада разных подтипов М-холинорецепторов 
и Rho-киназы в холинергическое сокращение 
гладкой мышцы кишечника трески. Для этого ре-
гистрировали две реакции на ацетилхолин: в от-
сутствие и в присутствии блокаторов/ингибито-
ров. Камеру с препаратом последовательно 
перфузировали: (1) раствором ацетилхолина 
(10 мкМ, 5 мин); (2) раствором без фармакологи-
ческих веществ (отмывка, 5 мин); (3) раствором 
с добавлением исследуемого блокатора/ингибито-
ра (5 мин); (4) раствором блокатора/ингибитора 
с  добавлением ацетилхолина (10 мкМ, 5 мин); 
(5) раствором блокатора/ингибитора без ацетилхо-
лина (5 мин); (6) раствором без фармакологических 
веществ (5 мин). Все растворы готовили на основе 
рабочего раствора. Параллельно проводили кон-
трольные эксперименты, в которых регистрирова-
ли две реакции на ацетилхолин (10 мкМ, интервал 
15 мин) в отсутствие блокаторов/ингибиторов, что 
позволило оценить воспроизводимость реакции на 
ацетилхолин при повторном тестировании.

В экспериментах использовали следующие 
фармакологические препараты: хлорид ацетилхо-
лина (Sigma, США), сульфат атропина (Sigma, 
США), йодид 4-DAMP (1,1-диметил-4-дифени-
лацетоксипиперидиниум; Tocris, США), диги-
дрохлорид пирензепина (Sigma, США), гидрат ме-
токтрамина (Sigma, США), гидрохлорид фасудила 
(Tocris, США). 

Обработка и статистический анализ результа-
тов. Обработку полученных данных проводили 
с  использованием программы PowerGraph 3.3 
(ДИСофт, Россия). Для вычисления величины ре-
акции из значений силы при действии ацетилхо-
лина (усреднение значений силы за 5 мин, начи-
ная от момента ее быстрого роста) вычитали 
предшествующее воздействию фоновое значение 
силы (также усредненное за 5 мин). В первом про-
токоле величину сократительного ответа при дей-
ствии ацетилхолина в каждой из концентраций 
нормировали на максимальное значение (при дей-
ствии ацетилхолина в концентрации 100 мкМ). 
В  протоколе с использованием блокаторов/инги-
биторов величину второй реакции на ацетилхолин 
выражали в процентах от величины первой реак-
ции, аналогичные вычисления проводили для 
контрольных экспериментов.

Статистический анализ проводили в программе 
GraphPad Prism 7.0 (La Jolla, США). Нормальность 
распределения значений в выборках была подтверж-
дена с помощью критерия Шапиро-Уилка. Данные 
представлены в виде среднего ± стандартная ошибка 
среднего. Различия между группами оценивали с по-
мощью непарного t-критерия Стьюдента и считали 
их статистически значимыми пpи p<0,05.

Результаты
На первом этапе работы исследовали сократи-

тельные ответы препаратов кишечника трески на 
ацетилхолин в диапазоне концентраций от 0,1 до 
100 мкМ. Как видно на рис. 1А, с повышением 
концентрации агониста сократительные ответы 
препаратов кишечника трески становились более 

Рис. 1. Блокатор М-холинорецепторов атропин (1 мкМ) подавляет сокращение продольной полоски кишечника трески, вызван-
ное ацетилхолином (10 мкМ). А. Зависимость «концентрация-эффект» (ацетилхолин) для продольной полоски кишечника тре-
ски (n = 6). За 100% принята величина сократительного ответа на ацетилхолин в концентрации 100 мкМ. Б. Фрагмент ориги-
нальной записи эксперимента. Ацх1: исходно ацетилхолин вызывает сокращение обоих препаратов гладкой мускулатуры 
кишечника трески («Контроль» и «Атропин»); задержка реакции соответствует времени прохождения раствора ацетилхолина по 
трубкам перфузионной системы (1–2 мин). Ацх2: повторное добавление ацетилхолина вызывает сокращение контрольного пре-
парата («Контроль»), но не препарата, предварительно инкубированного с блокатором М-холинорецепторов атропином («Атро-
пин»). В. Относительное изменение сократительных ответов продольной полоски кишечника трески на ацетилхолин при блока-
де М-холинорецепторов атропином. Данные представлены в виде среднего ± ошибка среднего; n – количество животных 
в группе; * – p < 0,05 (непарный критерий Стьюдента).
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Рис. 2. Влияние блокады различных подтипов М-холинорецепторов на сокращение продольной полоски кишечника трески, вы-
званное ацетилхолином (10 мкМ). А. Фрагменты оригинальных записей экспериментов. Инкубация препарата кишечника тре-
ски с блокатором М3-холинорецепторов 4-DAMP (0,1 мкМ) и блокатором М1-холинорецепторов пирензепином (1 мкМ) сопро-
вождается снижением амплитуды холинергического сокращения, тогда как блокада М2-холинорецепторов с помощью 
метоктрамина (1 мкМ) не оказывает такого влияния. Б–Г. Относительное изменение сократительных ответов продольной поло-
ски кишечника трески при блокаде М3-, М2- и М1-холинорецепторов соответственно. Данные представлены в виде средне-
го ± стандартная ошибка среднего; n – количество животных в группе; * – p < 0,05 (непарный критерий Стьюдента).

выраженными. В дальнейшем при изучении меха-
низмов холинергического сокращения препаратов 
кишечника трески использовали ацетилхолин 
в  концентрации 10 мкМ. В этом случае величина 
сократительного ответа составляла 75 ± 11% 
(n  =  6) от максимального уровня, что позволяет 
выявить как ослабление, так и усиление холинер-
гических реакций под действием различных бло-
каторов или ингибиторов. Контрольные экспери-
менты показали, что реакции препаратов на 
ацетилхолин в концентрации 10 мкМ хорошо вос-
производятся в течение эксперимента (рис. 1Б). 

Следующей задачей работы было определить 
тип рецепторов, опосредующих сократительное 

влияние ацетилхолина на гладкую мускулатуру 
кишечника трески. Для этого была проведена се-
рия экспериментов с блокатором М-холино-
рецепторов атропином (1 мкМ). Как видно на 
рис. 1 (Б и В), инкубация с атропином предотвра-
щала сокращение препаратов в ответ на ацетилхо-
лин. Таким образом, сокращение гладкой муску-
латуры кишечника трески обусловлено действием 
ацетилхолина преимущественно на мускариновые 
рецепторы.

Далее проводили эксперименты по определе-
нию подтипов М-холинорецепторов, опосредую-
щих вызванное ацетилхолином сокращение глад-
кой мускулатуры кишечника трески. Блокада 
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М3-холинорецепторов с помощью 4-DAMP 
(0,1  мкМ) привела к выраженному ослаблению 
вызванного ацетилхолином сокращения препара-
тов кишечника трески: величина сократительного 
ответа в присутствии 4-DAMP составила всего 
16 ± 12% относительно первой реакции на ацетил-
холин (в отсутствие блокатора, рис. 2, А и Б). Бло-
када М2-холинорецепторов с помощью метоктра-
мина (1 мкМ) не оказала такого влияния (рис. 2, А 
и В). Мы также показали, что блокада М1-ре-
цепторов с помощью пирензепина (1 мкМ) приво-
дит к ослаблению сокращения препаратов поло-
ски кишечника, хоть и менее выраженному, чем 
при блокаде М3-холинорецепторов (рис. 2, А и Г). 
Таким образом, ацетилхолин вызывает сокраще-
ние гладкой мускулатуры кишечника трески пу-
тем активации М3- и М1-холинорецепторов, при 
этом вклад М3-рецепторов более выражен.  
М2-холинорецепторы, судя по всему, не являются 
посредниками влияния ацетилхолина на гладкую 
мускулатуру кишечника трески.  

В последней серии экспериментов мы оцени-
вали роль фермента Rho-киназы в регуляции хо-
линергического сокращения продольной мускула-
туры кишечника трески. Как видно из рис. 3, 
инкубация препаратов с ингибитором Rho-
киназы фасудилом (10 мкМ) сопровождалась 
уменьшением сократительных реакций примерно 
вдвое по сравнению с реакциями препаратов 
в  контрольных экспериментах. Помимо этого, 
можно наблюдать изменение формы ответа: после 

достижения «пика» сокращения в присутствии 
фасудила происходит более резкое снижение 
силы, чем в контроле (рис. 3А). Полученные дан-
ные позволяют заключить, что активность фер-
мента Rho-киназы способствует развитию и под-
держанию сокращения гладкой мускулатуры 
кишечника трески под действием ацетилхолина. 

Обсуждение результатов
Ацетилхолин вызывает сокращение гладкой 

мышцы кишечника беломорской трески путем акти-
вации M-холинорецепторов. Холинергические пара-
симпатические нейроны энтеральной нервной  
системы, выявляемые по специфическим марке-
рам – холинацетилтрансферазе и везикулярному 
транспортеру ацетилхолина – обильно представле-
ны в энтеральной нервной системе рыб [4, 5]. У ко-
стистых рыб подслизистое нервное сплетение раз-
вито слабо либо же вовсе отсутствует, а бόльшая 
часть ацетилхолинергических нейронов сосредото-
чена в межмышечном нервном сплетении [5], что 
указывает на их роль в регуляции моторики желу-
дочно-кишечного тракта рыб. Сократительное вли-
яние ацетилхолина на кишечник атлантической 
трески было продемонстрировано еще в конце пре-
дыдущего века: в этих работах ацетилхолин вызывал 
увеличение перфузионного давления в кишечной 
трубке [6] и силы сокращения кольцевых препара-
тов [4]. По данным настоящего исследования, дей-
ствие ацетилхолина приводит к сокращению про-
дольного слоя гладкой мускулатуры кишечника. 

Рис. 3. Влияние ингибитора Rho-киназы фасудила (10 мкМ) на вызванное ацетилхолином сокращение продольной полоски ки-
шечника трески. А. Фрагмент оригинальной записи эксперимента: фасудил вызывает снижение амплитуды и длительности ре-
акции препарата кишечника трески на ацетилхолин (Ацх2, «Фасудил») относительно контрольного препарата (Ацх2, «Кон-
троль»). Б. Относительное изменение сократительных ответов полоски кишечника трески в присутствии ингибитора 
Rho-киназы фасудила (10 мкМ). Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего; n – количество живот-
ных в группе; * – p < 0,05 (непарный критерий Стьюдента).
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Участие рецепторов мускаринового типа 
в  холинергическом сокращении гладкой муску-
латуры кишечника костистых рыб не вызывает 
сомнений. По данным литературы, блокада 
М-холинорецепторов с помощью атропина зна-
чительно уменьшала сократительные реакции 
гладкой мышцы кишечника радужной форели 
и золотой рыбки в ответ на активацию энтераль-
ных нейронов электрическим полем [25], а также 
реакции гладкой мышцы кишечника сазана на 
экзогенный ацетилхолин [26]. Что касается ат-
лантической трески, то Карила с коллегами про-
демонстрировали сравнительно небольшое сни-
жение силы сокращения препаратов кишечника 
в ответ на стимуляцию электрическим полем на 
фоне атропина [27], тогда как по нашим же дан-
ным блокада М-холинорецепторов атропином 
полностью устраняет сократительную реакцию 
кишки на ацетилхолин. Различие результатов на-
шей работы и работы Карила с коллегами может 
быть обусловлено разными способами воздей-
ствия на клетки кишечника. Очевидно, что при 
электрической стимуляции возбуждаются не 
только холинергические нейроны, но и нейроны 
другой медиаторной специализации, например, 
секретирующие серотонин, который также вызы-
вает сокращение гладкой мышцы кишечника 
трески [27]. В настоящей же работе сокращение 
кишечника трески было связано только с влия-
нием ацетилхолина. Таким образом, холинерги-
ческое сокращение гладкой мускулатуры ки-
шечника атлантической трески опосредуют 
преимущественно мускариновые рецепторы.

М3- и, возможно, М1-холинорецепторы опосре-
дуют сокращение гладкой мышцы кишечника бело-
морской трески в ответ на ацетилхолин. Среди всех 
подтипов М-холинорецепторов роль первых трех 
(М1, М2 и М3) в регуляции сократительной актив-
ности кишечника изучена наиболее подробно. 
В  ряде исследований показаны как функциональ-
ный вклад, так и экспрессия этих подтипов муска-
риновых рецепторов в кишечнике [8, 9, 14, 28, 29]. 
Стоит отметить, что М2- и М3-рецепторы лока-
лизуются преимущественно в мембране гладко-
мышечных клеток [28, 30]. M1- и M3-рецепторы 
сопряжены с Gq-белком, активация которого ве-
дет к  запуску фосфоинозитидного сигнального 
каскада и к увеличению внутриклеточной кон-
центрации ионов Ca2+. М2-рецепторы сопряже-
ны с белком Gi/о, α-субъединица которого инги-
бирует аденилатциклазу. Важно отметить, что 
участие этих подтипов М-холинорецепторов 
в  регуляции сократительной активности кишеч-
ника рыб ранее не исследовалось, большинство 
данных по этой проблематике было получено на 
млекопитающих. 

В наших экспериментах блокада М3-рецеп-
торов сопровождалась выраженным ослаблением 
вызванного ацетилхолином сокращения гладкой 

мускулатуры кишечника беломорской трески. 
Схожим образом, блокаторы М3-рецепторов  
(4-DAMP или p-FHHSiD) вызывали значительное 
ослабление сократительных реакций гладкой му-
скулатуры кишечника морской свинки [29] и че-
ловека [9] на карбахол (аналог ацетилхолина, не 
гидролизуемый холинэстеразами), а также угнета-
ли вызванное ацетилхолином сокращение кишеч-
ника кролика [31] и лошади [15]. Более того,  
у мышей, нокаутных по гену, кодирующему  
М3-рецепторы, максимальная сила сокращения 
продольных полосок кишечника на карбахол была 
существенно ниже, чем у мышей дикого типа [8]. 
Таким образом, М3-рецепторы играют ключевую 
роль в реализации холинергического сокращения 
кишечника у атлантической трески, как и у мле-
копитающих.

М2-рецепторы, по нашим данным, не уча-
ствуют в вызванном ацетилхолином сокращении 
кишечника трески. Следует отметить, что в ки-
шечнике млекопитающих функциональная роль 
М2-рецепторов является предметом дискуссий и, ве-
роятно, определяется видом животного  [12, 32, 33]. 
С одной стороны, чувствительность к карбахолу, 
а  также сократительные реакции препаратов ки-
шечника на стимуляцию электрическим полем 
были существенно снижены у мышей, нокаутных 
по гену М2-рецептора, по сравнению с этими по-
казателями у животных дикого типа [8, 34]. Вместе 
с тем, не было выявлено прямого влияния  
М2-рецепторов в опосредование реакций сокра-
щения кишечника морской свинки [29, 35] и ло-
шади [15], что согласуется с результатами нашего 
исследования. Показано, что влияние ацетилхо-
лина на М2-рецепторы может усиливать его эф-
фекты через М3-рецепторы. Последнее связано 
с  активацией неселективных катионных каналов 
семейства TRPC (Transient Receptor Potential  
(C – canonical), семейство каналов транзиторного 
рецепторного потенциала) и деполяризацией 
гладкомышечных клеток [8, 12]. Кроме того, есть 
мнение, что функциональная роль М2-рецепторов 
в гладкой мышце кишечника заключается в огра-
ничении реакций расслабления, например, при 
стимуляции аденилатциклазы (АЦ) агонистами 
β-адренорецепторов [36, 37], то есть вклад  
М2-рецепторов в холинергическое сокращение за-
висит от активности АЦ в гладкомышечных клет-
ках. Возможно, базальная активность АЦ в глад-
кой мышце кишечника трески невелика, по 
крайней мере, в условиях наших экспериментов. 
Таким образом, в кишечнике беломорской трески 
активация М2-рецепторов не оказывает прямого 
сократительного влияния, однако нельзя исклю-
чать модуляторной роли этих рецепторов, что яв-
ляется предметом будущих исследований.

Блокада М1-рецепторов с помощью пирензе-
пина приводила к уменьшению вызванных аце-
тилхолином сократительных реакций препаратов 
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кишечника трески, хотя влияние пирензепина 
было менее выраженным, чем блокатора  
М3-рецепторов 4-DAMP. В ряде исследований 
экспрессия М1-рецепторов была продемонстриро-
вана в энтеральных холинергических нейронах, 
а не в гладкомышечных клетках [28, 38, 39]. В со-
ответствии с этим, не было обнаружено функцио-
нального вклада М1-рецепторов на уровне гладкой 
мышцы в кишечнике мыши: карбахол не вызывал 
сокращение кишечника мышей, нокаутных сразу 
по двум подтипам мускариновых рецепторов – М2 
и М3 [8]. В то же время, в работах других авторов 
сократительные ответы препаратов гладкой му-
скулатуры кишечника лошади и крысы на ацетил-
холин были снижены на фоне пирензепи-
на [14, 15], что соотносится с результатами нашего 
исследования и предполагает наличие вклада  
М1-рецепторов в регуляцию холинергического со-
кращения кишечника беломорской трески. Воз-
можно, вклад М1-рецепторов в регуляцию холи-
нергического сокращения кишечника зависит от 
вида животного. 

В данной работе мы не исследовали эффекты 
блокады двух остальных подтипов М-холино-
рецепторов (М4 и М5), которые также могут экс-
прессироваться в кишечнике млекопитающих, 
хотя и в небольшом количестве [40, 41]. Однако 
значительный вклад этих подтипов в вызванное 
ацетилхолином сокращение препаратов кишеч-
ника трески маловероятен, судя по ярко  
выраженному эффекту блокады М3-холино-
рецепторов.  

Сократительное влияние ацетилхолина в ки-
шечнике беломорской трески реализуется с участи-
ем фермента Rho-киназы. Rho-киназа – фермент, 
активность которого играет ключевую роль в регу-
ляции тонического сокращения гладких мышц: 
активность Rho-киназы способствует поддержа-
нию сокращения даже в условиях низкой концен-
трации Ca2+ в цитоплазме [17]. Неудивительно, 
что содержание, активность и функциональный 
вклад Rho-киназы высоки в гладких мышцах, от-
носящихся к тоническому типу, т.е. способных 
поддерживать длительное сокращение [42]. Тем не 
менее, в ряде исследований на млекопитающих 
показан функциональный вклад Rho-киназы в ре-
гуляцию холинергического сокращения гладких 
мышц фазического типа [21, 22], к которому отно-
сится гладкая мускулатура кишечника (за исклю-
чением сфинктеров). 

Мы впервые исследовали функциональный 
вклад Rho-киназы в гладкой мускулатуре кишеч-
ника рыб. Действие ингибитора Rho-киназы фа-
судила приводило к уменьшению амплитуды и 
длительности сократительных ответов кишечни-
ка трески на ацетилхолин. Влияние фасудила на 
длительность реакции согласуется с ключевой 
ролью Rho-киназы в поддержании тонического 
сокращения гладких мышц по механизму каль-

циевой сенситизации и, по всей видимости, свя-
зано со снижением активности фосфатазы лег-
ких цепей миозина [17, 42]. Сходным образом, 
ингибиторы Rho-киназы подавляли тоническую 
фазу сократительных реакций гладких мышц пи-
щевода кошки  [22], желудка лягушки [18], ки-
шечника морской свинки [20], крысы [19] 
и  мыши [21] на агонисты М-холинорецепторов 
или стимуляцию электрическим полем. Сниже-
ние амплитуды быстрой фазы сокращения под 
действием ингибиторов Rho-киназы также было 
продемонстрировано в ряде работ на гладкомы-
шечных препаратах желудочно-кишечного трак-
та млекопитающих  [19,  21,  22], что согласуется 
с  нашими данными для кишечника трески. Та-
кое быстрое действие фасудила (падение ампли-
туды реакции) может быть связано с тем, что ис-
ходно активная или активирующаяся под 
действием ацетилхолина Rho-киназа способ-
ствует открытию потенциал-зависимых кальцие-
вых каналов L-типа [43] или неселективных ка-
тионных каналов [21, 44], что в  итоге приводит 
к дополнительному входу ионов кальция в клет-
ку. Быстрое влияние Rho-киназы на концентра-
цию Ca2+ в цитоплазме может быть важным  
механизмом регуляции сокращения гладкой  
мускулатуры фазического типа. 

Таким образом, мы охарактеризовали меха-
низмы регуляции сократительной активности ки-
шечника под действием ацетилхолина, которые 
ранее были известны для млекопитающих, но не 
описаны для костистых рыб. Мы показали, что 
М1- и, особенно, М3-, но не М2-рецепторы, явля-
ются посредниками сократительного влияния 
ацетилхолина на гладкую мускулатуру кишечника 
беломорской трески. Кроме того, мы впервые 
продемонстрировали роль Rho-киназы в регуля-
ции холинергического сокращения гладкой му-
скулатуры кишечника трески. Полученные дан-
ные дополняют и развивают современные 
представления о сравнительной физиологии пи-
щеварения, необходимы для понимания механиз-
мов влияния повреждающих факторов на орга-
низм костистых рыб в условиях ухудшающейся 
экологии и глобального потепления, а также мо-
гут быть использованы при исследовании меха-
низмов влияний лекарственных препаратов в рам-
ках доклинических исследований.

Исследование выполнено в рамках научного 
проекта Государственного задания Правитель-
ства Российской Федерации Московскому госу-
дарственному университету имени М.В. Ломоно-
сова № 121032300071-8. Проведение 
экспериментов осуществлялось с соблюдением 
этических норм работы с животными, установ-
ленными Комиссией по биоэтике МГУ имени 
М.В. Ломоносова. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Mechanisms of the White Sea cod Gadus morhua marisalbi (Gadidae) 
intestinal smooth muscle cholinergic contraction: the contribution of 

various subtypes of M-cholinergic receptors and Rho-kinase
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The study of the functioning of various body systems in different vertebrates is one of the key 
tasks of comparative physiology. Teleost fish are a large group of vertebrates, however, the 
mechanisms of functioning of their digestive tract have been studied little and mainly only for 
such a model object as Danio rerio. The aim of this work was to characterize the participation of 
various subtypes of M-cholinergic receptors and the enzyme Rho-kinase in the cholinergic 
contraction of the intestinal smooth muscles of the White Sea cod Gadus morhua marisalbi 
(Gadidae). A longitudinal strip was excised from the proximal cod intestine and placed in an 
apparatus for recording contractile responses in the isometric mode. Contractile responses to 
acetylcholine were completely blocked by atropine. Blockade of M3 cholinergic receptors with 
4-DAMP resulted in a decrease in acetylcholine-induced contraction compared with the control 
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response. Blockade of M1 receptors with pirenzepine led to a weakening of contraction, less 
pronounced than with blockade of M3 cholinergic receptors. Blockade of M2-cholinergic 
receptors with methoctramine did not affect the magnitude of the contractile response. 
Incubation of preparations with the Rho-kinase inhibitor fasudil was accompanied by 
a  significant decrease in contractile responses compared with the control, as well as a faster 
decrease in the contraction force after reaching the “peak” of the reaction. Thus, acetylcholine 
causes contraction of cod intestinal smooth muscle by activating M3- and M1- but not  
M2-cholinergic receptors. The activity of the Rho-kinase enzyme contributes to the 
development and maintenance of cod intestinal smooth muscle contraction under the action of 
acetylcholine. The results obtained are of interest for comparative physiology, may be important 
for understanding the mechanisms of the damaging effect of environmental factors on the bony 
fish’ body, as well as for the use of fish as objects of preclinical studies of drugs.

Keywords: Gadus morhua marisalbi, smooth muscle, intestine, acetylcholine, muscarinic receptors, 
Rho-kinase
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