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Методом иммунофлуоресцентного мечения препаратов соматической мышцы дождевого червя пока-
зано присутствие в последних кальмодулина, Са2+-кальмодулин зависимой протеинкиназы типа 1 и 
типа 2, синаптотагмина типа 2 и типа 7 и кальциневрина А. Данные белки определяются как в синапти-
ческих, так и во внесинаптических регионах двигательной мышцы. Однако для синаптотагмина типа 2 
и типа 7, кальциневрина А установлена их преимущественная локализация в зоне нервно-мышечных 
синапсов. При этом синаптическая локализация для синаптотагмина типа 7 и кальциневрина А выра-
жена наиболее отчетливо. 
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ВВЕДЕНИЕ
Са2+-акцепторные белки участвуют в модуляции 

различных форм секреции медиатора и нейрональ-
ной пластичности как в центральных, так и пери-
ферических синапсах [1-7]. Фермент Са2+-каль-
модулин зависимая протеинкиназа типа 2 широко 
представлен в зоне нервно-мышечных синапсов 
мыши, прежде всего в месте расположения нико-
тиновых ацетилхолиновых рецепторов (нАХР) по-
стсинаптической мембраны [8-10]. Установлено, 
что данный фермент имеет самое непосредствен-
ное отношение к процессу рециклизации и ин-
корпорированию нАХР в мышечную мембрану [8, 
11]. Также установлено, что различные изоформы 
Са2+-зависимых протеинкиназ участвуют в ней-
рональной активности и синаптогенезе в NMDA-
нейронах гиппокампа крысы [12], стимулируют 
рост нервных окончаний и новых нейрональных 
бутонов в нервно-мышечных синапсах мухи Dro-
sophila [13]. Синаптотагмин типа 2 широко пред-
ставлен в нервных терминалях ГАМКергических 
нейронов коры головного мозга мыши [14]. По-

следний является триггерным механизмом запуска 
быстрой секреции медиатора, в ответ на возбужде-
ние [15]. Синаптотагмин типа 7 модулирует спон-
танную активность в синапсах и вызывает депрес-
сию постсинаптических токов в клетках Пуркинье 
мыши [16]. Известно, что фермент Са2+-кальмоду-
лин зависимая протеинфосфатаза 3 состоит из двух 
субъединиц, каталитической — кальциневрин А и 
регуляторной — кальциневрин В [17, 18]. Кальци-
неврин А обладает широким спектром действия, 
включая: активацию секреции медиатора, стиму-
ляцию нейрональной пластичности, регуляцию 
генетической экспрессии на уровне транскрипции 
[18]. В соматической мышце дождевого червя при-
сутствуют два типа синапсов: холинергические [19] 
и ГАМКергические [20]. Иммунофлуоресцентная 
идентификация Са2+-акцепторных белков в дви-
гательной нервно-мышечной системе аннелид ра-
нее не проводилась. Таким образом, остается не 
ясной и их роль в модуляции экзо-эндовезикуляр-
ного цикла секреции медиатора, а также предполо-
жительное участие в нейрональной пластичности 
периферической нервно-мышечной иннервации. 
Необходимо подчеркнуть, что представители типа 

Сокращения: НМ – нАХР — никотиновые ацетилхолиновые ре-
цепторы; ТМР-α-Б — тетраметилродамин-α-бунгаротоксин.
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Annelida являются первыми животными в длинном 
филогенетическом ряду, у которых эволюцион-
но сформировалась сложная система управления 
двигательной активностью соматической мускула-
туры [21-24], что делает изучение подобных струк-
тур особенно актуальным. Таким образом, целью 
настоящего исследования стало иммунофлуорес-
центное выявление и определение локализации ря-
да ключевых Са2+-сенсорных белков в двигательной 
мускулатуре аннелид на примере дождевого червя.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объект и приготовление препаратов. Для при-

готовления препарата, дождевой червь Lumbricus 
terrestris разрезался сбоку по всей длине, отрезались 
головной и хвостовой концы, раскрывался, удаля-
лись внутренние органы и перегородки между сег-
ментами [25]. Далее фрагменты кожно-мускульно-
го мешка дождевого червя длиной 10–15 сегментов 
закрепляли с помощью иголок на дне чашек Петри, 
залитых смолой Sylgard, и перфузировали раство-
ром Древеса-Пакса (состав в мМ: 77 NaCl, 4 KCl, 
43 Na2SO4, 6 CaCl2, 2 Tris, 167 сахароза, pH 7.4) око-
ло 30 мин при комнатной температуре (22 ± 1°С). 
Затем в течение 30 мин препараты фиксировали в 
2% растворе p-формальдегида, отмывали 3 раза по 
30 мин в фосфатно-солевом буфере (состав в мМ: 
137 NaCl, 2.7 KCl, 4.3 Na2SO4, 1.4 KH2PO4, pH 7.2). 
Мышцы последовательно инкубировали: 30 мин в 
0.5% растворе Triton X-100; 15 мин в растворе, со-
держащем 5% козьей сыворотки, 1% бычьего сы-
вороточного альбумина и 0.5% Triton X-100; 15 мин 
в растворе 1% бычьего сывороточного альбумина 
и 0.5% Triton X-100 (раствор А). Все эти растворы 
были приготовлены на основе фосфатно-солевого 
буфера.

Иммуномечение препаратов. Препараты инкуби-
ровали в течение 12 ч при температуре 4°С в рас-
творе А с моно- и поликлональными антителами. 
Использовали антитела к кальмодулину; фермен-
там Ca2+-кальмодулин зависимой протеинкиназы 1 
и 2 типов; синаптотагмину 2 и 7; кальциневрину А; 
синаптофизину (все в разведении 1 : 100). Антитела 
к Ca2+-акцепторным белкам и синаптофизину бы-
ли выработаны в разных хозяевах (мышь, кролик, 
коза), что позволяло проводить двойное иммуно-
мечение исследуемых белков. Препараты отмывали 
в растворе А 3 раза по 30 мин и инкубировали 1 ч 
при комнатной температуре с соответствующими 
вторичными антителами (ослиные против мыши, 
кролика или козы), конъюгированными с Alexa 488 
или 647 (разведение 1 : 200) в растворе А. Для под-
тверждения специфичности связывания антител с 
соответствующими белками проводили контроль-

ные эксперименты. Для негативного контроля пре-
парат инкубировали с вторичными антителами без 
предшествующей инкубации с первичными анти-
телами. Для позитивного контроля производили 
инкубацию препарата с первичными антителами в 
присутствии иммуногенного пептида, на который 
вырабатывались первичные антитела. Отсутствие 
мечения антителами в контрольных экспериментах 
указывает на специфичность связывания антител 
с соответствующими пептидами. Мечение постси-
наптических нАХР проводили с помощью тетраме-
тилродамин-α-бунгаротоксина (ТМР-α-Б, 20 мкг/мл)  
в течение 50 мин. Всего в экспериментах по мече-
нию антителами препаратов было использовано 48 
образцов.

Микроскопия. После отмывки в фосфатно-со-
левом буфере, препараты помещали в раствор 
фосфатно-солевого буфера с глицерином (1 : 1) и 
размещали на предметном стекле для проведения 
микроскопического исследования на лазерном ска-
нирующем конфокальном микроскопе Leica TCS 
SP5 MP (Leica Microsystems, США) с использова-
нием масляно-иммерсионного объектива 63×/1.4. 
Для возбуждения эмиссии флуорофоров приме-
нялся Ar и He-Ne лазеры. Применяли следующие 
длины волн лазеров: для антител, меченных флуо-
рофорами Alexa 488 — 488 нм, Alexa 647 — 633 нм; 
для меченного полипептида ТМР-α-Б — 543 нм. 
Анализ полученных конфокальных изображений 
проводили в программе ImageJ (NIH, США; веб-
сайт программы https://imagej.net/ij/).

Реактивы. Использовали следующие реактивы: 
формалин (#HT5011, Sigma-Aldrich, США); Tris 
(#9210-OP, Sigma-Aldrich); фосфатно-солевой бу-
фер (#P4417, Sigma-Aldrich); Triton X-100 (#T8787, 
Sigma-Aldrich); нормальная ослиная сыворотка 
(#D9663, Sigma-Aldrich); бычий сывороточный 
альбумин (#BSAV-RO, Sigma-Aldrich); ТМР-α-Б 
(#T0195, Sigma-Aldrich); глицерин (#G5516, Sigma-
Aldrich); моноклональные мышиные антитела к 
кальмодулину (#ab2860, RRID:AB_303362, Abcam, 
Великобритания); поликлональные кроличьи ан-
титела к Ca2+-кальмодулин зависимой протеин-
киназе 1 (#LS-C354567, LSBio, США); поликло-
нальные кроличьи антитела к Ca2+-кальмодулин 
зависимой протеинкиназе 2 (#MBS541139, MyBio-
Source, США); поликлональные козьи к синапто-
тагмину 2 (#LS-C139718, RRID:AB_10943434, LS-
Bio); поликлональные кроличьи к синаптотагмину 
7 (#ab106618, Abcam); поликлональные кроличьи 
антитела к кальциневрину А (#ab137335, Abcam); 
антитела к синаптофизину поликлональные кро-
личьи (#ANR-013, RRID:AB_2341004, Alomone 
Labs, Израиль) и поликлональные козьи (#sc-
7569, RRID: AB_2199010, Santa Cruz Biotechnology, 
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Рис. 1. Флуоресцентное тройное мечение препарата соматических мышечных клеток дождевого червя Lumbricus terrestris. 
(a) — Иммуномечение антителами к кальмодулину (зеленый цвет); стрелки указывают на места более интенсивного мече-
ния; (b) — иммуномечение антителами к пресинаптическому белку синаптофизину (красный цвет); (c) — мечение ТМР-
α-Б постсинаптических нАХР (синий цвет); (d) — наложение изображений (a) и (b); (e) — наложение изображений (a) и 
(c); (f) — наложение изображений (a), (b) и (c). Масштаб 20 μm.

США); иммуногенные пептиды, соответствующие 
моно- и поликлональным антителам; вторичные 
антитела ослиные против кролика конъюгиро-
ванные с Alexa 488 (#A-21206, RRID:AB_2535792, 
Thermo Fisher Scientific, США); вторичные антите-
ла ослиные против козы конъюгированные с Alexa 
647 (#A-21447, RRID:AB_2535864, Thermo Fish-
er Scientific); вторичные антитела ослиные против 
мыши конъюгированные с Alexa 488 (#A-21202, 
RRID:AB_141607, Thermo Fisher Scientific).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Двигательные нервные окончания выявляли 
мечением антителами на синаптофизин — инте-
гральный мембранный гликопротеин синапти-
ческих везикул [26, 27]. Маркирование нАХР 
постсинаптической мембраны проводилось окра-
шиванием ТМР-α-Б [28]. 

Иммуногистохимическое мечение фрагмен-
тов соматической мускулатуры дождевого червя с 
целью обнаружения белка кальмодулина показа-
ло следующие результаты. Иммунофлуоресцен-
ция носит точечный характер, встречаясь по всей 
поверхности мембран соматических мышечных 
клеток (рис. 1a), сочетаясь с наличием ограничен-
ных мест более интенсивного мечения (рис. 1a, 
стрелки). Необходимо отметить, что данные зоны 
частично перекрываются с районами свечения, 
маркированными на присутствие белка синапто-
физина (рис. 1a, b, d, f) и с мечением ТМР-α-Б 
нАХР (рис. 1a, c, e, f). Полученные данные позво-
ляют считать, что белок кальмодулин присутствует 
как в синаптических, так и во внесинаптических 
зонах мембран соматических мышечных клеток 
и его локализация не демонстрирует выраженной 
привязки к районам нервно-мышечных контактов. 

Выявление антителами наличия фермента Ca2+-
кальмодулин зависимой протеинкиназы типа 1 по-
казало неоднородное мечение всей поверхности 
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мембран соматических мышечных клеток (рис. 2a), 
которое сочеталось с наличием ограниченных 
мест более интенсивного иммуномечения (рис. 2a, 
стрелки). При этом участки интенсивного мечения 
на данный фермент мало совпадали с мечением на 
синаптофизин (рис. 2a, b, d, f) и постсинаптические 
никотиновые нАХР (рис. 2a, c, e, f). Полученные 
результаты демонстрируют наличие в соматических 
мышечных клетках фермента Са2+-зависимой про-
теинкиназы типа 1, причем последний присутству-
ет в большей концентрации во внесинаптических 
зонах и, в меньшей, в синаптических.

Иммуногистохимическая реакция, поставлен-
ная с целью идентификации Ca2+-кальмодулин 
зависимой протеинкиназы типа 2 показала не-
равномерную флуоресценцию мышечных клеток 
(рис. 3a). Иммуномечение на данный фермент 
практически полностью перекрывалось с зонами 
выявления белка синаптофизина (рис. 3a, b, d, f), 
а также постсинаптических нАХР (рис. 3a, c, e, f). 

Таким образом, полученные результаты указывают 
на присутствие Са2+-кальмодулин зависимой про-
теинкиназы типа 2 как в синаптических, так и во 
внесинаптических регионах мышечной мембра-
ны. Нельзя исключить, что данный фермент может 
присутствовать как в двигательных нервных окон-
чаниях, так и в концевой пластинке постсинапти-
ческой мембраны, что может указывать на его 
предположительное участие в процессах рецикли-
рования нАХР [8].

Иммуногистохимическое выявление мышеч-
ных препаратов с целью обнаружения белка си-
наптотагмина типа 2 показало неравномерное ме-
чение мембран соматических мышечных клеток 
(рис. 4a). Необходимо отметить, что иммуномече-
ние на синаптотагмин типа 2 полностью повторя-
ло мечение на белок синаптофизин (рис. 4a, b, d, f) 
и постсинаптические нАХР (рис. 4a, c, e, f). Полу-
ченные данные позволяют считать с высокой веро-
ятностью, что белок синаптотагмин 2 присутствует 

(а)

(d)

(b)

(e)

(c)

(f)

Рис. 2. Выявление Са2+-кальмодулин зависимой протеинкиназы типа 1 при флуоресцентном тройном мечении препарата 
соматических мышечных клеток дождевого червя. (a) — Иммуномечение антителами к Са2+-кальмодулин зависимой про-
теинкиназе типа 1 (зеленый цвет); стрелки указывают на места более интенсивного мечения; (b) — иммуномечение ан-
тителами к пресинаптическому белку синаптофизину (красный цвет); (c) — мечение ТМР-α-Б постсинаптических нАХР 
(синий цвет); (d) — наложение изображений (a) и (b); (e) — наложение изображений (a) и (c); (f) – наложение изображений 
(a), (b) и (c). Масштаб 20 μm.
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Рис. 3. Наличие Са2+-кальмодулин зависимой протеинкиназы типа 2 при тройном флуоресцентном мечении препарата 
соматических мышечных клеток дождевого червя. (a) – Иммуномечение антителами к Са2+-кальмодулин зависимой про-
теинкиназе типа 2 (зеленый цвет); (b) – иммуномечение антителами к пресинаптическому белку синаптофизину (красный 
цвет); (c) – мечение нАХР при помощи ТМР-α-Б (синий цвет); (d) – наложение изображений (a) и (b); (e) – наложение 
изображений (a) и (c); (f) – наложение изображений (a), (b) и (c). Масштаб 20 μm.

как на пре-, так и на постсинаптических мембра-
нах соматических мышечных клеток дождевого 
червя.

Мечение антителами мышечных препаратов на 
белок синаптотагмин типа 7 выявило неравномер-
ное иммуномечение препарата, которое в некото-
рых участках имело более интенсивное свечение 
(рис. 5a, стрелки). Эти участки более яркого свече-
ния совпадали с мечением на синаптофизин (рис. 
5a, b, d, f) и нАХР (рис. 5a, c, e, f). Таким образом, 
синаптотагмин типа 7 в большей степени локали-
зуется на пре- и постсинаптических мембранах 
мышечных клеток, и меньшей степени представ-
лен вне зон нервно-мышечных синапсов. 

Иммуногистохимическая реакция на опреде-
ление белка кальциневрина А показала неравно-
мерное мечение мышечных клетках (рис. 6a). При 
этом мечение антителами на белок кальциневрин 
А в большей степени повторяло маркирование на 
нАХР (рис. 6a, c, e, f), чем мечение на синаптофи-
зин (рис. 6a, b, d, f). Полученные результаты позво-

ляют считать, что белок кальциневрин А в большей 
степени концентрируется в зоне нервно-мышеч-
ных синапсов. Более того, возможно он тесно свя-
зан с канально-рецепторной организацией конце-
вых пластинок нервно-мышечных синапсов.

Подводя итог полученным результатам, мож-
но прийти к следующему заключению. Методом 
иммунофлуоресцентного мечения препаратов со-
матической мышцы дождевого червя показано 
присутствие в последних ряда ключевых Са2+-ак-
цепторных белков, а именно: кальмодулина, 
Са2+-кальмодулин зависимой протеинкиназы ти-
па 1 и типа 2, синаптотагмина типа 2 и типа 7 и 
кальциневрина А. Некоторые из данных белков, 
такие как кальмодулин и Са2+-кальмодулин зави-
симая протеинкиназа типа 1 определяются как в 
синаптических, так и внесинаптических областях 
мышечных препаратов, без выраженной привяз-
ки своей локализации к зонам нервно-мышеч-
ных контактов. В тоже время такие белки как 
Са2+-кальмодулин зависимая протеинкиназа 2, 
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синаптотагмин 2, синаптотагмин 7 и кальцинев-
рин А хотя представлены и во внесинаптических 
регионах соматической мышцы, отчетливо демон-
стрируют свое присутствие именно в зонах кон-
цевых пластинок мионевральных синапсов. При 
этом для синаптотагмина типа 7 и кальциневрина 
А это присутствие выражено наиболее отчетливо. 
Основываясь на данных литературы [1, 11, 18] мож-
но думать, что данные белки играют существенную 
роль как в процессах квантовой секреции медиа-
тора, рециклировании постсинаптических каналь-
но-рецепторных комплексов, так и нейрональной 
пластичности двигательных нервно-мышечных 
синапсов. 

Дождевой червь, который относится к типу Ан-
нелиды, имеет характеристики свойственные для 
последнего общего предка билатеральных живот-
ных [29]. Кольчатые черви являются первыми це-
ломическими сегментированными животными в 
филогенетическом ряду, которые обладают сома-
тической мускулатурой и способны к сложным 

управляемым локомоциям [23]. Нами получены 
сведения о наличии кальций-сенсорных белков в 
синапсах эволюционно-первичной двигательной 
мускулатуры. Аналогичные белки имеются в нерв-
но-мышечном аппарате более высокоорганизо-
ванных животных, в том числе у различных клас-
сов типов Моллюски, Членистоногие и Хордовые, 
включая Млекопитающих [2–8]. Таким образом, 
можно утверждать, что система кальциевой регу-
ляции квантовой секреции медиатора с помощью 
изученных нами кальций-акцепторных белков об-
ладает высокой генетической консервативностью и 
сформировалась на самых ранних этапах эволюции 
нервно-мышечной регуляции двигательной актив-
ности у животных.
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Рис. 4. Обнаружение синаптотагмина типа 2 при флуоресцентном тройном мечении препарата соматических мышечных 
клеток дождевого червя. (a) – Иммуномечение антителами к синаптотагмину 2 (зеленый цвет); (b) – иммуномечение ан-
тителами к пресинаптическому белку синаптофизину (красный цвет); (c) – мечение нАХР при помощи ТМР-α-Б (синий 
цвет); (d) – наложение изображений (a) и (b); (e) – наложение изображений (a) и (c); (f) – наложение изображений (a), (b) 
и (c). Масштаб 20 μm.
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(а)

(d)

(b)

(e)

(c)

(f)

Рис. 5. Выявление синаптотагмина типа 7 при флуоресцентном тройном мечении препарата соматических мышечных 
клеток дождевого червя. (a) – Иммуномечение антителами к синаптотагмину 7 (зеленый цвет); стрелки указывают на 
места более интенсивного окрашивания; (b) – иммуномечение антителами к пресинаптическому белку синаптофизину 
(красный цвет); (c) – мечение нАХР при помощи ТМР-α-Б (синий цвет); (d) – наложение изображений (a) и (b); (e) – 
наложение изображений (a) и (c); (f) – наложение изображений (a), (b) и (c). Масштаб 20 μm.
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Рис. 6. Наличие кальциневрина А при флуоресцентном тройном мечении препарата соматических мышечных клеток дожде-
вого червя. (a) – Иммуномечение антителами к кальциневрину А (зеленый цвет); (b) – иммуномечение антителами к преси-
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IMMUNOFLUORESCENT LOCALIZATION OF CA2+-SENSOR  
PROTEINS IN THE SOMATIC MOTOR MUSCLES  
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L. F. Nurullin a, b, #, N. D. Almazovb and E. M. Volkovb, ##

a Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics, Federal Research Center  
“Kazan Scientific Center of Russian Academy of Sciences”, Kazan, Russia

b Kazan State Medical University, Kazan, Russia
# e-mail: lenizn@yandex.ru

## e-mail: euroworm@mail.ru 

The method of immunofluorescent staining of earthworm somatic muscle samples showed the presence of 
calmodulin, Ca2+-calmodulin-dependent protein kinases type 1 and type 2, synaptotagmin type 2 and type 7 
and calcineurin A. These proteins are detected in both synaptic and extrasynaptic regions of the motor muscle. 
However, for synaptotagmin type 2 and type 7, calcineurin A, their predominant localization in the area of 
neuromuscular synapses has been established. Besides, synaptic localization for synaptotagmin 7 and calcineurin 
A is most clearly expressed.
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