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Аннотация
Введение. Травма спинного мозга, периферических нервов сопровождается выделением провоспалительных цитокинов и хемокинов, 
которые могут усиливать активность нейронов. Среди медиаторов повреждения особо можно выделить аденозинтрифосфорную кис-
лоту (АТФ), которая вовлечена в процессы формирования острой и хронической нейропатической боли, и чрезмерное её высвобождение 
травмированной тканью вызывает активацию P2-рецепторов, что  может повлиять на механизмы вторичного повреждения тканей. 
При общей изученности эффектов АТФ на периферическую нервную систему патофизиологическая роль пуринергического сигнального 
звена при спинализации не раскрыта.
Цель исследования — оценка динамики сокращений скелетных мышц крысы при воздействии на Р2-рецепторы после спинализации. 
Материалы и методы. Объектом исследования выступали камбаловидная мышца, длинный разгибатель большого пальца и диафраг-
ма интактных крыс и животных после спинализации. Через 7 сут после ламинэктомии с последующей перерезкой спинного мозга жи-
вотных наркотизировали, обескровливали и выделяли мышцы с культями нервов. Параметры сократительных ответов регистрирова-
ли механомиографическим методом. Для оценки эффектов лигандов в ванночку добавляли АТФ и через 7 мин оценивали механические 
ответы мышц. После отмывки раствором Кребса инкубировали с раствором сурамина в течение 20 мин с последующим добавлением 
АТФ и вновь регистрировали механические ответы мышц. Статистическую значимость оценивали с помощью критерия Стьюдента 
для независимых и попарно сопряжённых выборок.
Результаты.  Выявлено значимое (р < 0,05) снижение модулирующей активности основного эндогенного агента — АТФ в холинергиче-
ском синапсе камбаловидной мышцы с 32,4 до 5,8% и с 13,7 до 5,6% для длинного разгибателя большого пальца вследствие спинализации 
(повреждения спинного мозга на уровне Th6–Th7) в сравнении с интактными животными. На диафрагме столь драматических измене-
ний не наблюдалось. 
 Заключение. Продемонстрированная нами аномальная модуляция АТФ нервно-мышечного перехода предоставляет доказательства 
вовлечённости пуринергического звена в нейротрофическ ий контрол ь и функционировани е различных двигательных единиц.
Ключевые слова: спинализация; АТФ; Р2-рецепторы; скелетные мышцы; травматический двигательный синдром; 
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Abstract
Introduction. Traumatic spinal cord and peripheral-nerve injury is associated with release of proinfl ammatory cytokines and chemokines, which 
may stimulate neuronal activity. Adenosine triphosphoric acid (ATP) is an important pain mediator involved in the acute and chronic neuropathic 
pain development. Its excessive release from primary injured tissue leads to activation of P2-receptors, which may further start secondary injury 
mechanisms. Although the effects of ATP on the peripheral nervous system are relatively well studied, the pathophysiological role of purinergic 
signaling after spinalization remains unclear.
The study was aimed at assessing the post-spinalization effects of P2-receptors on the contractile characteristics of rat skeleton muscles.
Materials and methods. The objects of the study were the soleus muscle, the extensor digitorum longus (EDL) muscle, and diaphragm in intact rats 
and spinalized rats. Seven days after laminectomy followed by spinal cord transection, animals were anesthetized, exsanguinated, and their muscles 
with nerve stumps were isolated. Contractile response parameters were recorded using mechanomyography (MMG). To study effects of ATP on li-
gand binding, ATP was added to a bath and mechanical responses in the rat muscles were assessed 7 min after. After washing with Krebs–Henseleit 
solution, the preparations were incubated with suramin solution for 20 min with subsequent ATP application. Then the mechanical responses in the 
muscles were again recorded. Statistical signifi cance was assessed using Student's t-test for independent (unpaired) and paired samples.
Results. We found a signifi cant (p < 0.05) decrease in the modulating activity of ATP, as the main endogenous signaling agent, in the cholinergic 
synapse of the soleus muscle from 32.4 to 5.8% and from 13.7 to 5.6% for the EDL muscle after the spinalization (spinal cord injury at the Th6–Th7 
level) compared with intact animals. No such dramatic changes were observed in the diaphragm.
Conclusions. Abnormal ATP-mediated modulation of neuromuscular transmission demonstrated in this study supports the involvement of purinergic 
signaling in the neurotrophic control and functioning of various motor units.
Keywords: spinalization; ATP; P2-receptors; skeletal muscles; post-traumatic movement disorders; synapse; suramin
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Введение

Повреждения и травмы спинного мозга, периферических 
нервов нередко встречаются среди лиц трудоспособного 
возраста, могут сопровождаться тяжёлыми и зачастую 
необратимыми нарушениями двигательной системы. 
Травматическое повреждение спинного мозга характери-

зуется немедленной и необратимой потерей ткани в ме-
сте повреждения, а также вторичным распространением 
области поражения ткани с течением времени. Извест-
но, что травма периферического нерва вызывает разно-
образные изменения в экспрессии внутриклеточных сиг-
нальных молекул спинного мозга [1], в первую очередь 
в ответ на повышение уровня высвобождения различ-
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Культю нерва выделенной мышцы помещали во «всасы-
вающий» электрод оригинальной конструкции [7]. Элек-
тростимулятором «Digitimer MultiStimul D330» подавали 
в течение 2 мин прямоугольные импульсы амплитудой 
10 В и продолжительностью 0,5 мс при частоте 0,1 Гц. 
Силу сокращений  мышц регистрировали с помощью дат-
чика двигательной активности «Linton FСG-01», аналого-
вый сигнал преобразовывали в системе сбора данных 
«Biopack MP100МSW». 

Изначальная нагрузка на мионевральные препараты со-
ставляла 1 г на m. soleus и m. diaphragma и 0,5 г на m. EDL. 
После получасовой адаптации мышечных препаратов 
к среде дважды с интервалом в 5 мин производили оцен-
ку стабильности сократительных ответов [8]. 

Для изучения эффектов пуринергических агонистов и ан-
тагонистов в ванночку добавляли 100 мкМ АТФ и через
10 мин оценивали механические ответы мышц. Затем 
проводили 20-минутную отмывку раствором Кребса с по-
вторной стимуляцией. Для подтверждения синаптической 
природы эффектов АТФ использовали неселективный ан-
тагонист Р2-рецепторов сурамин в концентрации 100 мкМ 
в течение 20 мин с последующим добавлением 100 мкМ 
агониста Р2-рецепторов (АТФ) и вновь регистрировали 
механические ответы мышц. В контрольных эксперимен-
тах нервно-мышечную ткань инкубировали сурамином 
в концентрации 100 мкМ, через 20 мин регистрирова-
ли сократительные ответы мышц, возникающие в ответ
на непрямую стимуляцию электрическим током [9].

Полученные в течение 2 мин ответы (12 сокращений) ус-
редняли и обрабатывали как один результат в % от ис-
ходных результатов, полученных в начале эксперимента. 
Статистическую обработку данных проводили с помо-
щью программы «SPSS Statistics». Проверку соответствия 
нормальному распределению проводили с помощью кри-
терия Колмогорова. Статистическую значимость оцени-
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ных медиаторов в активированной микроглии спинного 
мозга [2], что может играть важную роль в развитии и 
поддержании нейропатической боли [3]. 

Активированная травматическим событием микроглия вы-
деляет и производит провоспалительные цитокины и хемо-
кины [4], которые могут усиливать активность нейронов. 
Среди медиаторов повреждения особо можно выделить 
АТФ, которая вовлечена в процессы формирования острой 
и хронической нейропатической боли [5], и чрезмерное её 
высвобождение травмированной тканью вызывает актива-
цию высокоаффинных микроглиальных пуринергических 
рецепторов, что в дальнейшем может повлиять на меха-
низмы вторичного повреждения тканей [3]. 

При общей изученности эффектов АТФ на перифери-
ческой нервной системе патофизиологическая роль пу-
ринергического сигнального звена при спинализации 
не раскрыта. В связи с этим целью работы является 
оценка динамики сокращений скелетных мышц крысы 
при воздействии на Р2-рецепторы после спинализации.

Материалы и методы

Для экспериментов использовали лабораторных крыс-
самцов линии Вистар в возрасте 9–12 мес, массой
160–240 г. В качестве объекта исследования выступали 
структуры опорно-двигательного аппарата тазовых ко-
нечностей, имеющие принципиальное значение в орга-
низации двигательной активности (морфологически раз-
личные: медленная активность — камбаловидная мышца 
(m. soleus), быстрая — длинный разгибатель большого 
пальца ноги — m. extensor digitorum longus (EDL)), и функ-
ционально отличающаяся от них дыхательная мышца — 
диафрагма (m. diaphragma) — с соответствующими нерв-
но-мышечными синапсами интактных крыс и животных 
после спинализации. 

За 1 нед до начала и во время экспериментов крыс раз-
мещали в отдельных клетках при комнатной темпера-
туре 22ºС с циклом свет/темнота: 12 ч/12 ч, доступом 
к воде и пище ad libitum. Все манипуляции осуществляли 
в одинаковое время суток. Крыс разделили на 2 группы 
по 12 особей: в группу «норма» вошли интактные живот-
ные, в группу «спинализация» — животные, подвергшиеся 
перерезке спинного мозга.

Операцию производили в асептических условиях под ком-
бинированной внутримышечной анальгезией с использо-
ванием золетила («Zoletil 50» «Virbac») 0,5 мг/кг и ксилавета 
(XylaVET, «Pharmamagist Ltd.») 0,5 мл/кг. После препариро-
вания Th6–Th7 позвонков производили ламинэктомию 
для оголения позвоночного канала с последующей пере-
резкой спинного мозга на данном уровне (рис. 1). 

Через 7 дней после операции животных наркотизи-
ровали раствором этаминала натрия (40 мг/кг вну-
трибрюшинно), обескровливали и выделяли m. soleus, 
m. EDL, m. diaphragma с культями нервов, которые фикси-
ровали за оба сухожильных конца, погружали в стакан-
чики объёмом 10 мл, наполненные раствором Кребса–
Хензелайта [6].

Рис. 1. Схема спинализации на уровне Th6–Th7.
Fig. 1. Schematic diagram of spinalization at Th6–Th7.
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нейшем активация астроцитов и других клеток, располо-
женных в непосредственной близости от очага повреж-
дения, привод ит к созданию крайне неблагоприятной 
среды для восстановления аксонов. Протекающая одно-
временно с этим активация иммунной системы приводит 
к дополнительному усугублению состояния тканей в па-
тологическом очаге за счёт привлечения клеток иммун-
ного воспаления, таких как нейтрофилы и макрофаги. 
С другой стороны, макрофаги и Т-хелперы обеспечива-
ют трофическую поддержку повреждённых компонентов 
центральной нервной системы. Все вышеперечисленные 
процессы в конечном сч ёте приводят к оголению аксо-
нов нервных клеток и, как следствие, нарушениям про-
водимости по ним, что в первую очередь выражается 
в различных функциональных нарушениях мышечной си-
стемы [11].

вали с помощью многофакторного дисперсионного ана-
лиза (ANOVA) для независимых и попарно сопряжённых 
выборок. Различия считали значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение 

После спинализации сократительные ответы m. soleus и 
m. EDL демонстрируют разнонаправленные изменения 
в силе сокращений и модификацию временнх пара-
метров (рис. 2; табл. 1). В отличие от них m. diaphragma 
сохраняет стабильность амплитудно-временнх параме-
тров, что может быть связано с более высоким положе-
нием тел мотонейронов диафрагмального нерва, в мень-
шей степени затронутых при спинализации. 

Аппликация 100 мкМ АТФ на мышцы интактных грызу-
нов модулирует параметры сокращения: 10-минутная ап-
пликация АТФ снижала силу сокращения локомоторных 
m. soleus и m. EDL и усиливала сократимость дыхатель-
ной m. diaphragma. На нервно-мышечные препараты жи-
вотных, подвергнутых предварительной спинализации, 
АТФ практически не действовала. Только m. diaphragma 
не утрачивала чувствительности к исследуемому нуклео-
тиду (таблица). 

Неконкурентный блокатор Р2-рецепторов сурамин
(100 мкМ) не проявил достоверных эффектов. Действие 
экзогенной АТФ (100 мкМ) на всех исследуемых объек-
тах на фоне сурамина (100 мкМ) полностью угнеталось 
(таблица).

Полученные нами данные демонстрируют значительное 
ухудшение функции периферической нервной системы 
у животных с моделью травмы спинного мозга. Измене-
ние в синаптическом звене передачи сигнала свидетель-
ствует в пользу дегенерационных изменений в аксонах 
после поражения верхнего уровня спинного мозга.

Механизмы, лежащие в основе угнетения функции пе-
риферической нервной системы, важны для предотвра-
щения ухудшения состояния и поддержания высокого 
потенциала восстановления движений , особенно с помо-
щью клеточной терапии, направленной на восстановле-
ние повреждённого спинного мозга.

Нарушение функциональной активности мышечных си-
стем организма, пострадавшего от травмы спинного 
мозга, может быть связано как непосредственно с меха-
ническим повреждением, так и с вторичными патофи-
зиологическими процессами, являющимися следующим 
этапом ответных реакций на первоначальное травмирую-
щее событие. К примеру, имеются исследования, демон-
стрирующие аномально высокий и устойчивый уровень 
высвобождения АТФ в перитравматических областях 
у крыс с моделью травмы спинного мозга, что непосред-
ственно указывает на вовлечённость P2-рецепторного 
пути в процессы вторичного повреждения тканей и ней-
родегенерации после первичного травмирования [10].

Каскад повреждения тканей включает обширное крово-
излияние, некроз клеточных компонентов центральной и 
периферической нервных систем. Происходящая в даль-

20 мс | msec

1 г | g

m. soleus

0,3 г | g

20 мс | msec

m. EDL 

0,6 г | g

20 мс | msec

m. diaphragma

Норма | Norm Спинализация | Spinalization

Рис. 2. Вид одиночных сократительных ответов m. soleus, 
m. EDL и m. diaphragma, вызванных электрической стимуляцией 
в норме и после спинализации (представлены отдельные репре-
зентативные треки).
Fig. 2. Traces of single contractile responses of the isolated rat 
m. soleus, m. EDL and m. diaphragma evoked by electrical sti-
mulation in controls and in spinalized rats (selected representa-
tive traces are presented).
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на нейронах центральной нервной системы [10]. Среди 
других подтипов рецепторов существуют данные о воз-
можном участии P2Y6, P2Y13 и P2Y14 в физиологических 
реакциях микроглии [15, 16].

Несмотря на серьёзность повреждения, даже при обшир-
ной травме спинного мозга на уровне грудных сегмен-
тов электростимуляция, производимая несколько ниже 
уровня повреждения, позволяет зарегистрировать ста-
бильную ритмическую двигательную активность задних 
конечностей, что было продемонстрировано в ряде ис-
следований на животных [17, 18].

Блокада пуринергических рецепторов может улучшить 
исход травмы спинного мозга. Например, интраспиналь-
ная инъекция антагониста P2X7-рецепторов в перитрав-
матическую зону уменьшала повреждение спинного 
мозга [10]. Ингибирование P2X7R не только снижало 
потерю двигательных нейронов, но и способствовало 
последующему функциональному восстановлению трав-
мированных животных.

С другой стороны, нарушение мембраны аксона при по-
вреждении сопровождается быстрыми изменениями 

 Зависимость сократительных параметров исследованных мышц крыс, вызванных электрической стимуляцией, от экспе-
риментальных условий, n = 10–12
 Parameters of rat muscle contractility evoked by electrical stimulation in different experimental conditions, n = 10–12

Экспериментальные условия

Experimental conditions 
n

Параметр

Parameter

Контроль

Control

АТФ, 100 мкМ

ATP, 100 μМ

Сурамин, 100 мкМ

Suramin, 100 μМ

Сурамин, 100 мкМ + АТФ, 100 мкМ

Suramin, 100 μМ + ATP, 100 μМ

M. soleus

Норма

Normal value
10

СС | CF 100,0 ± 4,2 67,6 ± 5,2* 104,3 ± 3,9 98,5 ± 7,1

ВС | CT 0,081 ± 0,004 0,083 ± 0,006 0,080 ± 0,004 0,079 ± 0,005

ВП/2 | RT/2 0,092 ± 0,007 0,105 ± 0,011 0,090 ± 0,006 0,093 ± 0,010

Спинализация

Spinalization
10

СС | CF 119,8 ± 5,1# 114,0 ± 6,1# 120,2 ± 4,3# 121,8 ± 6,4#

ВС | CT 0,073 ± 0,005 0,076 ± 0,007 0,071 ± 0,006 0,074 ± 0,004

ВП/2 | RT/2 0,101 ± 0,009 0,116 ± 0,010 0,098 ± 0,008 0,105 ± 0,010

M. EDL

Норма

Normal value
10

СС | CF 100,0 ± 4,5 86,2 ± 3,9* 102,0 ± 6,1 98,7 ± 5,3

ВС | CT 0,057 ± 0,003 0,056 ± 0,005 0,059 ± 0,004 0,058 ± 0,006

ВП/2 | RT/2 0,067 ± 0,005 0,069 ± 0,004 0,065 ± 0,007 0,068 ± 0,005

Спинализация

Spinalization
10

СС | CF 88,7 ± 3,8# 83,1 ± 5,4 85,9 ± 4,8# 83,1 ± 6,7#

ВС | CT 0,068 ± 0,005 0,069 ± 0,006 0,068 ± 0,006 0,067 ± 0,005

ВП/2 | RT/2 0,071 ± 0,006 0,073 ± 0,007 0,070 ± 0,005 0,073 ± 0,004

M. diaphragma

Норма

Normal value
12

СС | CF 100,0 ± 3,7 114,6 ± 5,2* 98,3 ± 4,7 102,9 ± 6,2

ВС | CT 0,065 ± 0,004 0,066 ± 0,003 0,064 ± 0,006 0,064 ± 0,004

ВП/2 | RT/2 0,075 ± 0,006 0,075 ± 0,005 0,074 ± 0,006 0,076 ± 0,004

Спинализация

Spinalization
12

СС | CF 103,2 ± 4,1 112,7 ± 3,9* 102,0 ± 4,9 103,8 ± 7,5

ВС | CT 0,071 ± 0,005 0,070 ± 0,003 0,069 ± 0,004 0,072 ± 0,004

ВП/2 | RT/2 0,074 ± 0,003 0,076 ± 0,006 0,074 ± 0,005 0,075 ± 0,006

Примечание. *р < 0,05 по сравнению с контролем; #р < 0,05 по сравнению с нормой. СС — сила сокращения (в % от контроля);  ВС — время сокращения (в с) ; ВП/2 — время полу-

расслабления (в с).

Note. *р < 0.05 compared with the control group; #р < 0.05 compared with normal value. CF — contractile force (% from the level in the control group); CT — contractile time,  sec; 

RT/2 — half-relaxation time, sес.

Полученные данные демонстрируют наличие существен-
ных различий в механизмах контроля сократительной 
деятельности у «быстрых» и «медленных» скелетных 
мышц теплокровных, что согласуется с более ранними 
нашими наблюдениями в условиях спинального шока 
[12]. Угнетение эффектов Р2-модуляторов на сокращение 
мышц при столь разительной реакции на спинализацию 
демонстрирует вовлечённость пуринергического звена 
в нейротрофическом контроле и функционировании раз-
личных двигательных единиц. 

Активация спинальной микроглии вследствие травмати-
ческого события влечёт за собой повышение экспрессии 
P2-рецепторов. Например, доказано увеличение количе-
ства P2X4R при травмах спинного мозга, а блокирование 
P2X4R приводило к уменьшению нейропатической боли 
[13]. Другой АТФ-чувствительный пуринергический ре-
цептор — P2X7 необычен тем, что он может образовы-
вать макромолекулярную пору при повторном или дли-
тельном воздействии высоких концентраций АТФ [14], 
что наиболее важно, если учитывать многократное уве-
личение высвобождения АТФ в перитравматических об-
ластях. Данный рецептор особенно важен в контексте 
травм спинного мозга из-за его широкой экспрессии 
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Ca2+ и в дальнейшем к реорганизации цитоскелета, вос-
палению, апоптозу/некрозу и пролиферации, обычно в 
длительной перспективе [19]. 

Заключение

Таким образом, совокупность известных к настоящему 
моменту данных только намечает пути выявления меха-
низмов описанных нами эффектов. Требуются дальней-
шие исследования участия P2-сигнализации в процессах, 
возникающих после спинализации.

Продемонстрированная нами аномальная модуляция 
АТФ нервно-мышечного перехода предоставляет дока-
зательства дегенерации аксонов и позволяет предполо-
жить, что транссинаптическая дегенерация двигательных 
нейронов может происходить ниже уровня поражения 
спинного мозга при подобных травмах.

внутриклеточных концентраций ионов. Воздействие АТФ
на нейроны спинного мозга проявляется возбуждением,
которое приводит к устойчивому необратимому повыше-
нию уровня Ca2+ и  в конечном итоге  к гибели клеток [10]. 

К тому же в ряде фундаментальных исследований 
с использованием животных моделей продемонстри-
рованы патологические изменения в скелетной му-
скулатуре, развивающиеся вследствие травмы спин-
ного мозга: высвобождение большого количества АТФ
из повреждённых тканей приводит к развитию не 
только местного, но и генерализованного воспалитель-
ного процесса с высвобождением провоспалительных 
цитокинов (в частности, интерлейкинов-1 и -6), что 
опосредует развитие изменений мускулатуры, похожих
на постденервационные [14]. АТФ активирует ионо-
тропные P2XR, в частности P2X7, что в основном при-
водит к увеличению концентрации внутриклеточного 
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