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Доклады Национальной академии наук Беларуси
2010 сентябрь–октябрь Том 54 № 5

удк 57.083.34:577.112.382.2:576.314.6:57.085.23:612.8

т. В. бАлАшеВич, В. н. никАндроВ, В. с. лукАшеВич

ОБНАРУЖЕНИЕ ГЛИЦИН-СВЯЗЫВАЮщИХ САЙТОВ  
НА КЛЕТОЧНЫХ МЕМБРАНАХ ГЛИОЦИТОВ

(Представлено академиком В. с. улащиком)

институт физиологии нАн беларуси, Минск Поступило 13.09.2010

Введение . Простейшая аминокислота глицин является важным компонентом в биосинтезе 
белков и целого ряда соединений, крайне необходимых для нормального функционирования раз-
нообразных клеток . В нервной ткани потребление глицина относительно велико, причем весьма 
значительная доля его синтезируется в клетках de novo [1] . Кроме чисто метаболической роли  
в нервной системе глицин является тормозным медиатором, наибольшая плотность сайтов свя-
зывания – рецепторов глицина обнаружена в ядрах продолговатого мозга, моста, среднего мозга, 
сером веществе спинного мозга . В спинном мозге представлены высокоаффинная (Км < 5 · 10–5 М) 
и низкоаффинная (Км > 10–4 М) системы захвата глицина, в то время как в неокортексе – лишь 
низкоаффинная [1] .

Из превалирования в мозге собственного синтеза глицина и его нейромедиаторной роли ло-
гично полагать, что глицин-специфические рецепторы сосредоточены именно на определенных 
типах нейронов .

Вместе с тем проведенные нами исследования на клетках глиомы С6 показали, что в концен-
трации 10–4 М глицин вызывал значительные изменения уровня внутриклеточного протеолиза, 
лактатдегидрогеназной активности, принципиально изменял характер эффекта плазминогена на 
клетки, также стимулировал их пролиферацию [2–4] . Эти моменты дали основание предполо-
жить, что клетки глии могут иметь на клеточной мембране рецепторы глицина .

Цель работы – выявить методом иммуногистохимии наличие глицин-связывающих сайтов 
на клеточной мембране глиоцитов .

Материалы и методы исследования. Все эксперименты выполнены трехкратно . В работе 
использовали питательную среду DМЕМ (Sigma, США), бычий сывороточный альбумин (Sigma, 
США), Тритон X-100 (Sigma, США), эмбриональную телячью сыворотку крови (Sigma, США), 
фосфатный буфер (Sigma, США), первичные кроличьи моноклональные антитела к рецептору 
глицина (R и D systems, США), флуоресцирующие антитела осла (R и D systems, США), осталь-
ные реагенты были производства отечественного или стран СНГ .

Культура крысиной глиомы С6 получена из Российской коллекции клеточных культур позво-
ночных (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург) . Культивировали клетки глиомы как под-
робно описано в предыдущей статье [2] в присутствии 10 %-ной сыворотки крови телят .

Органотипические культуры спинного мозга новорожденных крысят приготовлены по стандарт-
ной методике [5] . Диспергированные клетки высевали в чашки Петри (диаметр 35 мм) со специальным 
покрытием, культивировали в среде DМЕМ, содержащей 15 % эмбриональной телячьей сыворотки,  
в СО2-инкубаторе при 37 °С . Плотность посева 25 тыс . клеток/см2 в 2 мл питательной среды . Каждые 
трое суток питательную среду заменяли свежей . К 14-м суткам количество клеток возрастало в 4– 
6 раз, большинство клеток дифференцировалось в астроциты, олигодендроциты и нейроны .

Клетки описанных культур отмывали от питательной среды, фиксировали 4 %-ным раство-
ром формальдегида на 0,1 М фосфатном буфере pH 7,4 (не содержащем ионов Са2+ и Mg2+) 24–48 ч 
при комнатной температуре, промывали стерильным буферным раствором и обрабатывали фос-
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фатным буфером, содержащим 0,5 % Тритона X-100 и 1 % бычьего сывороточного альбумина . 
Через 1 ч клетки отмывали фосфатным буфером и инкубировали при 4–9 ºC с первичными моно-
клональными антителами кролика, специфичными для глицин-рецептора крысы (распознает α1- 
и α2-субъединицы рецептора), в разведении 1 : 1000 в течение ночи . Затем клетки промывали  
в течение 5 мин фосфатным буфером, добавляли вторичные антитела осла, конъюгированные  
с флуорохромом NL493, в разведении 1 : 100 и выдерживали при 4–9 ºC в темноте на протяжении 
1 ч . Затем образцы клеток шестикратно отмывали фосфатным буфером и оценивали интенсив-
ность люминесценции при длине волны 514 нм на люминесцентном микроскопе MPV2 (Leitz, 
Германия) при увеличении объектива 16 . Аналоговое изображение переводили в цифровое при 
помощи цифровой камеры DC 300 (Leica, Швейцария) .

В качестве негативного контроля использовали соответствующие образцы клеток, подвер-
гнутых аналогичной обработке без использования первичных антител . Это позволяло исклю-
чить неспецифическое связывание вторичных антител с присутствующими в культурах клеток 
неспецифическими иммуноглобулинами .

Рис . 1 . Иммунореактивность глицин-специфических рецепторов в крысиной культуре глиомы С6: а, в, д – диффуз-
ная иммунофлуоресценция глицин-специфических рецепторов на мембранах клеток глиомы С6 в опытных образ-
цах; б, г – опытные образцы монослойной культуры в проходящем свете; е – негативный контроль (×16) . Длина ли-

нейки 20 мкм
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Результаты и их обсуждение. Как показали иммуногистохимические исследования, в кон-
троле (без обработки моноклональными специфическими для рецепторов глицина антителами) 
какая-либо люминесценция отсутствовала (рис . 1, 2) .

Вместе с тем в опытных образцах клеток глиомы С6 наблюдали интенсивную люминесцен-
цию (рис . 1), свидетельствующую об экспрессии на поверхности клеток рецепторов глицина . 
Следует отметить, что культура глиомы С6 способна к неограниченной пролиферации при со-
хранении ряда специфических признаков, свойственных клеткам нормальной нервной ткани [6] . 
Считают, что отдельные типы клеток такой культуры продуцируют GFAP (глиальный кислый 
фибриллярный белок) – главный маркер астроцитов [7] . Кроме того, в данной культуре имеется 
небольшая доля клеточных элементов иного характера, например, олигодендроцитов [7; 8] . Сле-
довательно, использованная культура содержит преимущественно астроцитоподобные клетки .  
В результате проведенных нами исследований был выявлен диффузный характер распределения 
сайтов взаимодействия с глицином на поверхности глиальных клеток .

Тем не менее, клетки линии С6 являются трансформированными, в обычных условиях утратив-
шими способность дифференцироваться, поэтому возник вопрос об экспрессии глицин-специфи- 
ческих рецепторов в клетках глии нормальной нервной ткани, завершившей дифференцировку .

Рис . 2 . Иммунореактивность глицин-специфических рецепторов в первичной культуре спинного мозга крыс (14 сут . 
in vitro): а, в, д – диффузная (тонкая стрелка) и сконцентрированная (толстая стрелка) иммунофлуоресценция глицин-
специфических рецепторов на мембранах клеток спинного мозга крысы в опытных образцах; б, г – опытные образцы 
культуры в проходящем свете; е – негативный контроль (без добавления первичных моноклональных антител) (×16) . 

Длина линейки 20 мкм



В результате исследований, проведенных на 14-суточной органитипической культуре спин-
ного мозга крысы, была обнаружена интенсивная люминесценция глициновых сайтов (рис . 2), 
сконцентрированных на поверхности ряда клеток . Прежде всего, она свойственна нейронам, име-
ющим глицинергические синапсы – вставочным нейронам, включая клетки Реншоу, мотонейро-
нам . Однако люминесценция выявлена и в клетках, морфологически явно отличающихся от ней-
рональных . На таких клетках характер распределения специфических рецепторов был диффуз-
ный, как и в монослое культуры глиомы .

Необходимо подчеркнуть, что было установлено наличие эффективных систем специфиче-
ского захвата глицина у астроцитов первичных культур головного мозга крыс и цыплят [9–11] . 
Такие системы, несомненно, присутствуют и в спинном мозге, главном регуляторном центре гли-
цинергических потоков в ЦНС [1] . Однако наличие рецепторов глицина на клетках глии до на-
стоящей работы показано не было .

Функциональное назначение глицин-специфических рецепторов на клетках глии, по всей ви-
димости, отличается от такового на нейронах, что может объяснять менее выраженную иммуно-
реактивность данных рецепторов на глиоцитах и диффузный характер их распределения по по-
верхности клетки .

Заключение. Экспрессия глицин-специфических рецепторов на клетках глии позволяет понять 
причины реализации упомянутых во введении эффектов глицина в концентрации на порядок ниже 
миллимолярной на культуру клеток глиомы С6 . Вместе с тем наличие этих рецепторов и на глиоци-
тах и на нейронах дает основание полагать, что в определенном концентрационном диапазоне воз-
можна избирательная стимуляция пролиферации нейронов при торможении таковой глиоцитов . Так, 
в специальных экспериментах нами был достигнут эффект увеличения в первичной культуре спин-
ного мозга количества клеток, содержащих тигроидную субстанцию Ниссля [12] . 

Итак, обнаружение глицин-специфических рецепторов на мембранах глиоцитов нервной тка-
ни свидетельствует о возможностях проявления этой аминокислотой регуляторных эффектов  
(в частности, принципиальном изменении характера воздействия на глиоциты белка с нейротро-
фическими свойствами – плазминогена), детальное уяснение характера которых открывает пер-
спективы достаточно многоплановых исследований .

Авторы выражают благодарность научному сотруднику центра световой микроскопии Ин-
ститута физиологии НАН Беларуси Р . Г . Лемешу за консультативно-методическую помощь при 
работе на люминесцентном микроскопе . 
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REVEALING THE GLYCINE-COUPLING SITES ON GLIOCYTE CELL MEMBRANES

Summary
The cytoplasmic membranes of rat newborns spinal cord cells and rat C6 glioma cells on the glycine-specific receptor presence in vitro 

have been investigated . By the immunohistochemical method the presence of glycine-specific sites was shown on glial and neuronal cells . 
The immunoreactivity to glycine receptor α1- and α2- subunits has diffusive localization in gliocytes, and concentration localization – in 
neurons, which is probably determined by receptor functional differences of this-type cells .




