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Изучение эффектов золпидема 
и протонов на ГАМК-

индуцируемый ток в пирамидных 
нейронах гиппокампа 

в присутствии пенициллина
Е.И. Солнцева, Ю.В. Буканова, В.Г. Скребицкий

ФГБÍÓ «Научный центр неврологии», Москва, Россия

Введение. Рецепторы, активируемые гамма-аминомасляной кислотой и принадлежащие к А типу (ГАМК
А
Р), выполняют функцию торможения в нерв-

ной системе благодаря генерации хлорного тока (I
ГАМК

). Антибиотик пенициллин является «последовательным» блокатором открытой поры ГАМК
А
Р, 

который способен тормозить диссоциацию комплекса ГАМК–рецептор. Такая модуляция работы ГАМК-сайта позволяет предполагать, что эффек-
ты конкурентных модуляторов ГАМК

А
Р в присутствии пенициллина могут меняться. 

Цель исследования — изучить воздействие на I
ГАМК

 положительного конкурентного модулятора ГАМК
А
Р золпидема и негативного конкурентного мо-

дулятора ГАМК
А
Р ионов водорода (протонов) в присутствии пенициллина. 

Материалы и методы. I
ГАМК

 измеряли на изолированных пирамидных нейронах гиппокампа крысы с помощью метода пэтч-клямп и системы бы-
строй аппликации. ГАМК, пенициллин и золпидем апплицировали на нейрон в течение 600 мс через пипетку с латеральным сдвигом. Для изучения  
действия протонов на I

ГАМК
 раствор ГАМК в апплицирующей пипетке закисляли до рН = 6,0–7,0.

Результаты. Аппликация 1 мМ пенициллина снижала амплитуду I
ГАМК

 до 67 ± 4% от контрольной величины. Золпидем в концентрации 0.5 мкМ 
повышал амплитуду I

ГАМК 
до 167 ± 9% от контрольной величины. При ко-аппликации пенициллина и золпидема стимулирующий эффект золпидема 

не проявлялся, и амплитуда I
ГАМК 

составляла 68 ± 4%. Снижение рН раствора ГАМК до рН = 7,0 или рН = 6,0 вызывало падение амплитуды I
ГАМК

 до 
80 ± 4 и 35 ± 4% соответственно. В присутствии пенициллина эффект протонов на I

ГАМК
 не менялся.

Заключение. Впервые показано, что в присутствии пенициллина стимулирующий эффект золпидема на I
ГАМК

 отменяется, а ингибирующий эффект 
протонов на I

ГАМК
 сохраняется.
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Effects of zolpidem and protons 
on GABA-induced current in the hippocampal 
pyramidal neurons in the presence of penicillin
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Introduction. Type A receptors activated by gamma-aminobutyric acid (GABA
A
R) play an inhibitory role in the nervous system due to the generation of chlorine 

current (I
GABA

). Penicillin is a “sequential blocker” of the GABA
A
R open channel, which can inhibit dissociation of the GABA-receptor complex. This GABA site 

modulation suggests that the effects of competitive GABA
A
R modulators may change in the presence of penicillin.

The aim of the study was to evaluate the effect of zolpidem, the positive competitive GABA
A
R modulator, and hydrogen ions (protons), the negative competitive 

GABA
A
R modulator, on I

GABA
 in the presence of penicillin.
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на ГАМКАР и увеличивать амплитуду IГАМК. Золпидем, 
связываясь с бензодиазепиновым сайтом в интерфейсе 
α1/γ2-субъединиц ГАМКАР, способен  влиять на работу 
ГАМК-связывающего сайта, локализованного в интер-
фейсе α1/β2-субъединиц, и усиливать влияние последнего 
на воротный механизм хлорного канала [8].

Закисление внеклеточной среды с соответствующим уве-
личением концентрации протонов приводит к активации 
мозга, одной из причин которой является ингибирование 
активности ГАМКАР. Снижение амплитуды IГАМК под влия-
нием протонов описано на разных клетках [9, 10], в том 
числе на нейронах гиппокампа [11]. Предполагается, что 
механизмы этого эффекта связаны с прямым или алло-
стерическим влиянием протонов на ГАМК-связывающий 
сайт на ГАМКАР. 

Цель исследования — изучить воздействие на IГАМК поло-
жительного конкурентного модулятора ГАМКАР золпи-
дема и негативного конкурентного модулятора ГАМКАР 
ионов водорода (протонов) в присутствии пенициллина. 

Материалы и методы

Эксперименты проводились на изолированных пирамид-
ных нейронах области СА3 гиппокампа 11–14-дневных 
крыс линии Вистар. ГАМК апплицировали на нейрон в 
концентрации 5 мкМ через стеклянную пипетку диаме-
тром 0.1 мм при ее быстром латеральном смещении. Дли-
тельность аппликации составляла 600 мс, интервалы между 
аппликациями — 30–40 с. Трансмембранные токи реги-
стрировали методом «пэтч-клямп» в конфигурации «це-
лая клетка». Удерживаемый потенциал был равен –70 мВ. 
Раствор в регистрирующей пипетке содержал (в мМ): 
40 CsF, 100 CsCl, 5 ЭГТА, 4 MgCl2, 4 NaATФ, 5 HEPES, 
pH 7,3. Экстраклеточный проточный раствор содержал 
(в мМ): 140 NaCl, 3 KCl, 3 CaCl2, 3 MgCl2, 10 D-глюкозы, 
10 HEPES hemisodium, pH 7,4. При изучении действия 
протонов на IГАМК раствор ГАМК закисляли с помощью 
HCl до рН 7,0 и рН 6,0. Для блокады протон-активируемо-
го ионного тока в раствор добавляли амилорид в концен-
трации 100 мкМ [12]. Препараты пенициллин и золпидем 

Введение

ГАМКА-рецепторы (ГАМКАР) выполняют функцию тор-
можения в нервной системе, благодаря способности ини-
циировать хлорный ток (IГАМК), который гиперполяризует 
мембрану и тормозит импульсацию. ГАМКАР являются 
мишенью для разнообразных модуляторов эндогенной и 
экзогенной природы [1, 2], которые способны изменять 
IГАМК посредством конкурентных или неконкурентных 
механизмов. Антибиотик пенициллин G способен тормо-
зить IГАМК неконкурентным образом, блокируя открытую 
пору ГАМКАР [3]. Показано, что механизм ингибирования 
ГАМКАР пенициллином соответствует модели так называе-
мого последовательного блока [4]. Согласно этой модели 
блокатор способен препятствовать закрыванию активаци-
онных ворот канала (эффект «нога-в-дверь») и канал при-
обретает статус «блокирован–открыт». В связи с наруше-
нием цикличности работы воротных структур нарушается 
цикличность работы и рецепторного сайта (цикл ассоци-
ация–диссоциация комплекса агонист–рецептор), и сайт 
фиксируется в состоянии связывания молекулы ГАМК. 
После удаления из внешнего раствора агониста и блока-
тора, т.е. ГАМК и пеницилина, канал остается некоторое 
время открытым, благодаря чему генерируется так назы-
ваемый «хвостовой» ток. В связи с тем, что в присутствии 
«последовательного» блокатора диссоциация комплекса 
ГАМК–рецептор нарушена, нарушаются также эффекты 
конкурентных модуляторов. Показано, что конкурентный 
антагонист ГАМКАР бикукуллин не влияет на IГАМК в при-
сутствии пенициллина [5]. Вопрос об изменении эффектов 
других конкурентных модуляторов ГАМКАР в присутствии 
пенициллина только предстоит изучить. Настоящая рабо-
та посвящена исследованию эффектов двух конкурентных 
модуляторов ГАМКАР — позитивного модулятора золпиде-
ма и негативного модулятора ионов водорода (протонов) 
на IГАМК в присутствии пенициллина. 

Золпидем широко применяется для лечения ряда невро-
логических заболеваний, таких как бессонница [6], дис-
кинезии и расстройства сознания [7]. Считается, что ме-
ханизмы лечебного действия золпидема определяются его 
способностью связываться с бензодиазепиновым сайтом 

Materials and methods. I
GABA

 was measured on isolated pyramidal neurons of the rat hippocampus, using the patch clamp technique and fast application system. 
GABA, penicillin, and zolpidem were applied to the neuron for 600 msec via a lateral shift pipette. To study the effect of protons on I

GABA
, the GABA solution in the 

application pipette was acidified to pH 6.0–7.0.
Results. The application of 1 mmol of penicillin reduced the I

GABA
 amplitude to 67 ± 4% of the control value. Zolpidem, with a concentration of 0.5 µmol, increased 

the I
GABA

 amplitude to 167 ± 9% of the control value. When penicillin and zolpidem were co-applied, the stimulating effect of zolpidem was not observed, and 
the I

GABA
 amplitude was 68 ± 4%. Reducing the pH of the GABA solution to 7.0 or 6.0 caused the I

GABA
 amplitude to decrease to 80±4 and 35 ± 4%, respectively. 

The effect of protons on I
GABA

 did not change in the presence of penicillin.
Conclusion. For the first time, it has been shown that the stimulating effect of zolpidem on I

GABA
 is cancelled out by penicillin, while the inhibitory effect of protons 

on I
GABA

 is preserved.

Keywords: GABA receptors; penicillin; zolpidem; protons.
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ко-апплицировали с ГАМК. Скорость протока составляла 
0,6 мл/мин. Реактивы — компании «Sigma». 

Статистическую обработку результатов проводили с помо-
щью программы «Prism Graphpad» с использованием теста 
ANOVA (пост тест Dunnett) и непарного t-теста Стьюдента. 
Полученные результаты представлены в виде средней вели-
чины и ошибки средней (M±m).

Результаты

Короткая (600 мс) аппликация  ГАМК на изолированные 
пирамидные нейроны гиппокампа крысы вызывала хлор-
ный ток (IГАМК), амплитуда которого зависела от концен-
трации ГАМК с ЕС50 = 8 ± 3 мкМ. Среднее значение по-
тенциала реверсии IГАМК составляло –9,8 ± 0,9 мВ и было 
близко к значению хлорного равновесного потенциала, 
рассчитанного по уравнению Нернста с учетом использу-
емых концентраций хлора в регистрирующей пипетке и 
внешнем растворе (–9,5 мВ). Все дальнейшие эксперимен-
ты проведены с концентрацией ГАМК 5 мкМ. 

Изучали влияние «последовательного» блокатора поры 
ГАМКАР пенициллина на проявление эффектов конку-
рентных модуляторов ГАМКАР. В работе использовали два 
конкурентных модулятора ГАМКАР: положительный мо-
дулятор золпидем [8] и негативный модулятор — протоны 
(Н+) [9, 11]. Учитывая данные литературы о нарушении 
«последовательными» блокаторами поры, в том числе пе-
нициллином [5], диссоциации комплекса ГАМК–рецеп-
тор, можно было ожидать, что эффекты этих двух препа-
ратов на IГАМК в присутствии пенициллина будут ниже, чем 
в контроле. 

В первой серии экспериментов мы изучали, как меняется 
стимулирующий эффект золпидема на IГАМК в присутствии 
пенициллина (рис. 1). При добавлении в апплицирующую 
пипетку 0,5 мкМ золпидема амплитуда IГАМК увеличивалась 
в среднем до 167 ± 9% (n = 6; p < 0,001). Ко-аппликация 
5 мкМ ГАМК и 1 мМ пенициллина вызывала характерные 
для последовательного блокатора изменения [5], а именно 

Рис. 1. Отмена стимулирующего эффекта золпидема на IГАМК в при- 
сутствии пенициллина.  
1 — 5 мкМ ГАМК (контроль); 2 — 0,5 мкМ золпидема; 3 — 1 мМ 
пенициллина. Запись тока (А) и средние значения амплитуды 
IГАМК (В) в различных экспериментальных условиях. ***р < 0,001 
по сравнению с контролем.

Fig. 1. Suppression of zolpidem's stimulating effect on I
GABA

 in the pre-
sence of penicillin.
1 — 5 µmol of GABA (control); 2 — 0.5 µmol of zolpidem; 3 — 1 mmol 
of penicillin. Current recording (A) and the average IGABA amplitude 
(B) under different experimental conditions. ***p < 0.001 compared 
to the control.

Рис. 2. Отсутствие влияния пенициллина на ингибирующий эффект 
протонов на IГАМК.  
1 — 5 мкМ ГАМК; 2 — 1 мМ пенициллина. Запись тока (А) 
и средние значения амплитуды IГАМК (В) в различных эксперимен-
тальных условиях. **р < 0,01 по сравнению с контролем (рН 7,4) 
в группе 1 без пенициллина. ++p < 0,01 по сравнению с контролем 
(рН 7,4) в группе 1 + 2 с пенициллином.

Fig. 2. No effect of penicillin on the protons’ inhibitory effect on IGABA.
1 — 5 µmol of GABA; 2 — 1 mmol of penicillin. Current recording 
(A) and average IGABA amplitude (B) under different experimental con-
ditions. **p < 0.01 compared to the control (pH 7.4) in group 1 without 
penicillin. ++p < 0.01 compared to the control (pH 7.4) in group 1 + 2 
with penicillin.
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эффекта протонов на IГАМК. Препарат золпидем является 
известным транквилизатором, и его широко использу-
ют для лечения ряда неврологических заболеваний [6, 7]. 
Стимулирующий эффект золпидема на IГАМК объясняют 
его связыванием с бензодиазепиновым сайтом на ГАМКАР 
и аллостерическим положительным влиянием на рабо-
ту ГАМК-связывающего сайта через усиление влияния 
последнего на воротный механизм хлорного канала [8]. 
Наиболее вероятным объяснением полученного в наших 
экспериментах исчезновения стимулирующего эффекта 
золпидема на IГАМК в присутствии пенициллина является, 
на наш взгляд, изменение свойств ГАМК-связывающего 
сайта ГАМКАР под влиянием пенициллина. Известно, что 
блокатор хлорного канала ГАМКАР пенициллин взаимо-
действует в канале с активационными воротами, мешая 
им закрываться (эффект «нога-в-дверь»). Пока ворота 
открыты, молекулы ГАМК остаются связанными со сво-
им сайтом, и поэтому ГАМК-сайт перестает реагировать 
на изменение конформации бензодиазепинового сайта, 
вызванное связыванием с ним молекул золпидема. Полу-
ченные нами результаты о негативном влияния пеницил-
лина на эффект золпидема позволяют предположить, что 
золпидем вряд ли можно рекомендовать в качестве тера-
певтического средства для устранения судорожных при-
падков, которые иногда наблюдаются при применении 
пенициллина [13].

Предполагается, что на ГАМКАР существует несколько 
сайтов, связывающих протоны [10, 14], и по крайней мере 
два из них (α1F64 и β2Y205) принадлежат центру, связываю-
щему ГАМК [10]. Факт взаимодействия протонов с ГАМК-
сайтом позволял предполагать, что изменение свойств 
ГАМК-сайта в присутствии пенициллина отразится на 
эффекте кислого рН на IГАМК. Однако это предположение 
не нашло подтверждения в наших экспериментах. Нами 
не обнаружено достоверного изменения ингибирующего 
эффекта Н+ (рН 7,0–6,0) на амплитуду IГАМК в присутствии 
1 мМ пенициллина. Сохранение эффекта Н+ на IГАМК в ус-
ловиях, когда работа ГАМК-сайта нарушена пеницилли-
ном, заставляет искать другие объяснения этому эффекту, 
кроме конкуренции с ГАМК за место связывания. Опи-
сание неконкурентных механизмов эффектов Н+ на IГАМК 
можно найти в работах [10, 14, 15], где обсуждаются ме-
ста связывания Н+ с ГАМКАР, отличные от ГАМК-сайта, и 
индуцирующие изменения в работе активационных ворот 
и процессах десенситизации хлорного канала

снижение амплитуды тока в присутствии блокатора и ге-
нерацию «хвостового» тока после прекращения действия 
агониста и блокатора. Амплитуда IГАМК в присутствии 1 мМ 
пенициллина снижалась до 67 ± 4% (n = 7; р < 0,001). При 
одновременном присутствии в пипетке 1 мМ пеницилли-
на и 0.5 мкМ золпидема стимулирующий эффект золпи-
дема на IГАМК не проявлялся, и амплитуда тока составляла 
68 ± 4% (n = 7). Таким образом, результаты с золпиде-
мом подтвердили предположение о влиянии блокатора 
поры пенициллина на эффект конкурентного модулятора 
золпидема. 

Вторая серия экспериментов была посвящена изучению 
влияния «последовательного» блокатора поры ГАМКАР пе-
нициллина на ингибиторный эффект Н+ на IГАМК (рис. 2).  
При изучении влияния протонов на IГАМК мы столкнулись 
с проблемой суммации IГАМК с током, текущим по про-
тон-чувствительным ионным каналам (ASICs). В наших 
экспериментах короткая аппликация (600 мс) кислого 
(рН 6,0) физиологического раствора на изолированный 
нейрон гиппокампа активировала входящий ток, ампли-
туда которого варьировалась в пределах 0,1–2,0 нА. Что-
бы избежать вмешательства ASICs в изучаемый IГАМК, мы 
добавляли в апплицирующую пипетку 100 мкМ амило-
рида — блокатора ASICs [12]. Для изучения действия Н+ 
на IГАМК мы меняли рН раствора ГАМК от нейтрального 
(рН 7,4) до кислого со значением рН 7,0 или 6,0. Обнару-
жено, что закисление раствора ГАМК приводит к быстро-
му, обратимому и дозозависимому снижению амплитуды 
IГАМК на пирамидных нейронах гиппокампа. При значениях 
рН 7,0 и 6,0 амплитуда IГАМК уменьшалась в среднем до 
80 ± 4 и 35 ± 4% соответственно (n = 7; р < 0,01) при срав-
нении с контрольным током, измеренным при нейтраль-
ном рН 7,4. Добавление в апплицирующую пипетку 1мМ 
пенициллина приводило к уменьшению амплитуды IГАМК 
до 65 ± 5% при нейтральном рН, 40 ± 3% при рН 7,0 
и 20 ± 4% при рН 6,0 (n = 7; p < 0,01). Результаты показы-
вают, что пенициллин не меняет ингибирующего эффекта 
Н+ на IГАМК.

Обсуждение

В работе впервые показано, что пенициллин, обладаю-
щий свойствами «последовательного» блокатора хлорно-
го канала ГАМКАР, способен устранять стимулирующий 
эффект золпидема на IГАМК, но не меняет ингибирующего 
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