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Â ðåæèìå ñïåêòðàëüíîãî ñêàíèðîâàíèÿ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS SL èçó÷åíû ñïåêòðû
ôëóîðåñöåíöèè àêðèäèíîâîãî îðàíæåâîãî (ÀÎ) â ÿäðàõ è öèòîïëàçìå ìèîáëàñòîâ L6J1 è îäèíî÷íûõ ìû-
øå÷íûõ âîëîêîí ëÿãóøêè. Äëÿ ñðàâíåíèÿ òàêæå ïîëó÷åíû ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ â ñîëåâûõ ðàñ-
òâîðàõ â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ñâîáîäíîãî ÀÎ è ÀÎ â êîìïëåêñå ñ ÄÍÊ. Ïðè ðàñïðåäåëåíèè ÀÎ
â ìèîáëàñòàõ ÿäðà ôëóîðåñöèðóþò â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà ñ ìàêñèìóìîì ~530 íì. Íàèáîëåå èíòåí-
ñèâíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ íàáëþäàåòñÿ â ÿäðûøêàõ. Õðîìàòèí ÿäðà ôëóîðåñöèðóåò íåðàâíîìåðíî. Ïîäîá-
íîå ñâå÷åíèå ÿäðûøåê è ÿäåð íàáëþäàåòñÿ è â îäèíî÷íûõ ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ ëÿãóøêè. Äëÿ öèòîïëàç-
ìû ìèîáëàñòîâ õàðàêòåðíà îäíîðîäíàÿ ñëàáàÿ çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ. ×òî êàñàåòñÿ ñàðêîïëàçìû ìû-
øå÷íûõ âîëîêîí, òî â íåé íàáëþäàåòñÿ çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ÀÎ â À-äèñêàõ. Â öèòîïëàçìå
ìèîáëàñòîâ è ìûøå÷íûõ âîëîêîí ïðè îêðàñêå ÀÎ íàáëþäàþòñÿ ôëóîðåñöèðóþùèå â êðàñíîé, æåëòîé è
çåëåíîé îáëàñòÿõ ñïåêòðà ãðàíóëû, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ êèñëûìè îðãàíåëëàìè. Ñðàâíåíèå ñïåêòðîâ ÀÎ,
ïîëó÷åííûõ íà æèâûõ êëåòêàõ, ñî ñïåêòðàìè ôëóîðåñöåíöèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ÀÎ è ÀÎ â êîìï-
ëåêñàõ ñ ÄÍÊ â áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ ïîçâîëÿåò îöåíèòü íàêîïëåíèå ÀÎ â êèñëûõ îðãàíåëëàõ, ÷òî ïðåä-
ñòàâëÿåò èíòåðåñ ïðè èññëåäîâàíèè ôóíêöèé ýòèõ îðãàíåëë â ïðîöåññàõ âíóòðèêëåòî÷íîãî òðàíñïîðòà,
àäàïòàöèè, àïîïòîçà è ðÿäà ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèîáëàñòû, ñêåëåòíûå ìûøå÷íûå âîëîêíà, ñêàíèðóþùàÿ êîíôîêàëüíàÿ ìèê-
ðîñêîïèÿ, àêðèäèíîâûé îðàíæåâûé, ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè, êèñëûå îðãàíîèäû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÎ — àêðèäèíîâûé îðàíæåâûé.

Ôëóîðåñöåíòíûé âèòàëüíûé êðàñèòåëü àêðèäèíîâûé
îðàíæåâûé (ÀÎ) èíòåíñèâíî èñïîëüçóåòñÿ â êëåòî÷íîé
áèîëîãèè äëÿ èññëåäîâàíèÿ êîëè÷åñòâà è ñòðóêòóð íóêëå-
èíîâûõ êèñëîò in vitro è in vivo, à òàêæå äëÿ èçó÷åíèÿ
æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê, àïîïòîçà, çëîêà÷åñòâåííîãî
ðîñòà è äðóãèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ. Òàêîå øèðîêîå ïðè-
ìåíåíèå îêàçàëîñü âîçìîæíûì áëàãîäàðÿ ðàçëè÷íûì
ôëóîðåñöåíòíûì ñâîéñòâàì ìîëåêóë ÀÎ â âèäå ìîíîìå-
ðîâ, àãðåãàòîâ è â êîìïëåêñàõ ñ ÄÍÊ è ÐÍÊ. Òàê, êâàíòî-
âûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè ìîíîìåðîâ ÀÎ, ñîðáèðîâàí-
íûõ äâóõñïèðàëüíûìè ñòðóêòóðàìè íóêëåèíîâûõ êèñëîò,
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ áëàãîäàðÿ èíòåðêàëÿöèè ìî-
íîìåðîâ ÀÎ â òàêèå ñòðóêòóðû: îíè ÿðêî ôëóîðåñöèðóþò
â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà. Êðîìå òîãî, èç-çà ìåæìîëåêó-
ëÿðíîãî, ãëàâíûì îáðàçîì ãèäðîôîáíîãî, âçàèìîäåéñòâèÿ
ìîíîìåðîâ ÀÎ âîçíèêàåò ÿâëåíèå ìåòàõðîìàçèè, ò. å.
äëèííîâîëíîâûé ñäâèã ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè àãðåãà-
òîâ ÀÎ ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûìè äëÿ ìîíîìåðîâ ÀÎ. Ìå-
òàõðîìàçèþ ÀÎ ìîæíî íàáëþäàòü ïðè ðîñòå êîíöåíò-
ðàöèè ÀÎ, ïðè ñîðáöèè ÀÎ íà áëèçêî ðàñïîëîæåííûõ ìå-
ñòàõ ñîðáöèè, êîãäà âîçìîæíû ìåæìîëåêóëÿðíûå
âçàèìîäåéñòâèÿ ìîíîìåðîâ ÀÎ, è â ðÿäå ïîäîáíûõ ñëó÷à-
åâ. Ïðèìåðîì ÿâëÿåòñÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ÀÎ â êðàñíîé îá-
ëàñòè ñïåêòðà ïðè ñîðáöèè åãî íà ôîñôàòíûõ ãðóïïàõ îä-
íîòÿæåâûõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò (Zelenin, 1999).

ßâëåíèå ìåòàõðîìàçèè ÀÎ íàáëþäàåòñÿ òàêæå ïðè
âçàèìîäåéñòâèè åãî ìîëåêóë â çàìêíóòûõ ìåìáðàííûõ

ïóçûðüêàõ ñ êèñëûì ñîäåðæèìûì. Òàê, áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ïðè îêðàøèâàíèè æèâûõ êëåòîê ÀÎ íàáëþäàåìûå â
öèòîïëàçìå ãðàíóëû, ôëóîðåñöèðóþùèå â êðàñíîé îáëàñ-
òè ñïåêòðà, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ëèçîñîìû (Millot et al.,
1997). Ìîíîìåðû ÀÎ íàêàïëèâàþòñÿ â ýòèõ êèñëûõ ãðà-
íóëàõ áëàãîäàðÿ ãðàäèåíòó ïðîòîíîâ ÷åðåç ìåìáðàíó è
âíóòðè ãðàíóë âçàèìîäåéñòâóþò äðóã ñ äðóãîì, î ÷åì ñâè-
äåòåëüñòâóåò õàðàêòåðíàÿ ìåòàõðîìàòè÷åñêàÿ êðàñíàÿ
ôëóîðåñöåíöèÿ.

Ðàíåå íàìè áûëà èçó÷åíà ëîêàëèçàöèÿ êèñëûõ ìåìá-
ðàííûõ ñòðóêòóð, îêðàøåííûõ ÀÎ, â ìûøå÷íîì âîëîêíå
ëÿãóøêè â íîðìå è ïðè ïàòîëîãèè (Krolenko et al., 2006,
2007). Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ãðàíóëû ÀÎ, ñîîòâåòñò-
âóþùèå êèñëûì îðãàíåëëàì â ñàðêîïëàçìå ìûøå÷íîãî
âîëîêíà, ðàñïîëîæåíû äèñêðåòíî êàê â ïåðèíóêëåàðíîé
îáëàñòè, òàê è âî âñåì îáúåìå âîëîêíà âáëèçè Ò-ñèñòåìû.
Òàêàÿ ëîêàëèçàöèÿ ïîäòâåðæäàåò ñîâðåìåííûå ïðåäñòàâ-
ëåíèÿ î êëåòî÷íûõ îðãàíåëëàõ, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â
òðàíñïîðòíûõ ìåìáðàííûõ ïðîöåññàõ. Ðàáîòó ïðîâîäèëè
íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Leica TCS SL ñî ñïåêòðàëü-
íûì ñêàíèðîâàíèåì áåç àíàëèçà ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåí-
öèè ÀÎ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ñïåêòðîâ
ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ â ÿäðàõ, öèòîïëàçìå è â öèòîïëàçìà-
òè÷åñêèõ ãðàíóëàõ â êóëüòóðå ìèîáëàñòîâ L6J1 è ìûøå÷-
íîì âîëîêíå ëÿãóøêè äëÿ îöåíêè êîíöåíòðàöèè è ñòåïåíè
àãðåãàöèè ìîëåêóë ÀÎ.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìèîáëàñòû êðûñû êëåòî÷íîé ëèíèè L6J1 (Ðîññèéñêàÿ
êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) êóëüòèâèðîâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè íà ïî-
êðîâíûõ ñòåêëàõ (22 � 22 ìì) â ñðåäå DMEM, ñîäåðæà-
ùåé 20 ìÌ ãëþòàìèíà, 10 % ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êî-
ðîâû è 0.1 % ãåíòàìèöèíà, â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè
37 °Ñ.

Îïûòû ïðîâîäèëè òàêæå íà îäèíî÷íûõ âîëîêíàõ èëè
ïó÷êàõ âîëîêîí (2—3 âîëîêíà), èçîëèðîâàííûõ èç m. ille-
ofibularis òðàâÿíîé ëÿãóøêè Rana temporaria â çèìíèé ïå-
ðèîä. Ïîäãîòîâêà âîëîêîí äëÿ íàáëþäåíèÿ áûëà îïèñàíà
ðàíåå (Êðîëåíêî è äð., 2003; Krolenko et al., 2006). Èçîëè-
ðîâàííîå âîëîêíî ñ ïîìîùüþ íèòåé õèðóðãè÷åñêîãî øåë-
êà, ïðèâÿçàííûõ çà îáà ñóõîæèëèÿ, ïîìåùàëè íà ïðåäìåò-
íîå ñòåêëî â ðàñòâîð Ðèíãåðà. Èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð Ðèí-
ãåðà äëÿ õîëîäíîêðîâíûõ ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (â ìÌ):
NaCl — 111, KCl — 2.4, CaCl2 — 1.8, NaHCO3 — 2.4,
pH 7.2—7.4. Ðàñòâîð Ðèíãåðà áûë îãðàíè÷åí ñëîåì âûñî-
êîâàêóóìíîé ñìàçêè òîëùèíîé 1 ìì (BDH/Merck, Lutter-
worth, Leics, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Âîëîêíî è ÷àñòü ñóõîæè-
ëèé áûëè ïîêðûòû ïîêðîâíûì ñòåêëîì. Îáðàçîâàííàÿ êà-
ìåðà áûëà ìåíåå 100 ìêì òîëùèíîé. Äëÿ îêðàñêè
ìûøå÷íûõ âîëîêîí â áóôåðíûé ðàñòâîð Ðèíãåðà äîáàâëÿ-
ëè ÀÎ (Merck, Ãåðìàíèÿ) â êîíöåíòðàöèè 0.25 ìêã/ìë.
Âîëîêíî îêðàøèâàëè 45—60 ìèí.

Ïðè èññëåäîâàíèè ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ â ìèîáëàñòàõ
ðàñòâîð ÀÎ âíîñèëè â ñðåäó äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê.
Äëÿ îêðàñêè ìèîáëàñòîâ ÀÎ äîáàâëÿëè â ÷àøêè Ïåòðè â
êîíöåíòðàöèè 0.25—2.00 ìêã/ìë, êëåòêè èíêóáèðîâàëè
45—60 ìèí â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå èíêó-
áàöèè ñ ÀÎ â êîíöåíòðàöèè 2 ìêã/ìë êëåòêè îòìûâàëè îò
ÀÎ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ êëåòîê ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî
ìèêðîñêîïà ïîêðîâíîå ñòåêëî ñ ìèîáëàñòàìè ïîìåùàëè
íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî.

Â ìîäåëüíûõ îïûòàõ ïî èçó÷åíèþ ñïåêòðàëüíûõ
ñâîéñòâ ÀÎ â ðàñòâîðàõ èñïîëüçîâàëè ñàëèí-öèòðàòíûé
áóôåð (SSC) è ðàñòâîð Ðèíãåðà. Ðàñòâîð ÀÎ â èíòåðâàëå
êîíöåíòðàöèé 0.5—18.0 ìÌ â Ðèíãåðå ïîìåùàëè â êàìå-
ðó, îáðàçîâàííóþ ïîêðîâíûì è ïðåäìåòíûì ñòåêëàìè,
òîëùèíà êàìåðû ñîñòàâëÿëà îêîëî 75 ìêì. Àíàëîãè÷íî
èçó÷àëè ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà êîìïëåêñà ÀÎ ñ ÄÍÊ èç
ñïåðìû ëîñîñÿ (Calbiochem, ÑØÀ) â SSC-áóôåðå ïðè
[P]/[AO] = 10, ãäå [Ð] — ìîëÿðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ôîñôîðà
â ÄÍÊ, [ÀÎ] — ìîëÿðíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÀÎ. Êîíöåíòðà-
öèþ ÄÍÊ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ñïåêòðîôîòîìåòðèè, èñïî-
ëüçóÿ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðà (D260 è D280).

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ëàçåðíîì ñêàíèðóþùåì
êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Leica TCS SL. Ôëóîðåñöåí-
öèþ ÀÎ âîçáóæäàëè àðãîíîâûì ëàçåðîì (488 íì), ðåãèñò-
ðèðîâàëè â äâóõ ñïåêòðàëüíûõ îáëàñòÿõ — çåëå-
íîé (500—560 íì) è êðàñíîé (590—660 íì). Êðîìå òîãî,
ôëóîðåñöåíöèþ ÀÎ èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ðåæèìà
ñïåêòðàëüíîãî ñêàíèðîâàíèÿ (Mode/xyë) â èíòåðâàëå
500—660 íì ñ øàãîì 10 íì. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè îáú-
åêòèâ ÍÑÕ PLAPO CS 63�/1.32. Ñèãíàë ñîáèðàëè ñî ñëîÿ
òîëùèíîé 0.7 ìêì.

Äëÿ àíàëèçà ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè, ïîëó÷åííûõ
â ðàçíûõ îïûòàõ, èñïîëüçîâàëè ïðèâåäåííûå ñïåêòðû,
ãäå ìàêñèìàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü áûëà ïðèíÿòà çà
100 %.

Àíàëèç èçîáðàæåíèé îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñòàí-
äàðòíûõ ïðîãðàìì ìèêðîñêîïà è ïðîãðàììû Image J.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ðèñ. 1, à ïðåäñòàâëåíû ìèîáëàñòû êðûñû êëåòî÷-
íîé ëèíèè L6J1, îêðàøåííûå ÀÎ (2 ìêã/ìë, 45 ìèí) è ïî-
ëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà ñîâìå-
ùåíèåì èçîáðàæåíèé, íàáëþäàåìûõ â çåëåíîé è êðàñíîé
îáëàñòÿõ ñïåêòðà. Ïðè ýòîé êîíöåíòðàöèè ÀÎ îêðàøèâà-
þòñÿ êàê ÿäðî, òàê è öèòîïëàçìà. Âèäíû ÿðêî ôëóîðåñöè-
ðóþùèå çåëåíûì öâåòîì ÿäðûøêè â ÿäðàõ êëåòîê. Çåëå-
íàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ÿäðûøåê â äàííûõ óñëîâèÿõ ïîêàçû-
âàåò, ÷òî â ÿäåðíûõ ìåìáðàíàõ æèâûõ êëåòîê L6J1 íå
ñóùåñòâóåò áàðüåðîâ äëÿ ïðîíèêíîâåíèÿ ìîëåêóë ÀÎ.
Ïî-âèäèìîìó, èíòåíñèâíàÿ çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ÿäðû-
øåê êëåòîê L6J1 îòðàæàåò èíòåðêàëÿöèþ (âíåäðåíèå) ìî-
ëåêóë ÀÎ ãëàâíûì îáðàçîì â äâóõñïèðàëüíûå ó÷àñòêè ðè-
áîñîìíîé ÐÍÊ. Êàê èçâåñòíî, èíòåðêàëÿöèÿ çàâèñèò òîëü-
êî îò äâóõñïèðàëüíîé ñòðóêòóðû íóêëåèíîâûõ êèñëîò, à
íå îò íàëè÷èÿ â èõ ñîñòàâå ðèáîçû èëè äåçîêñèðèáîçû
(Ôàääååâà, Áåëÿåâà, 1991). Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïî-
ñëå ìèêðîèíúåêöèè ÐÍÊàçû À âíóòðü ÿäåð íîðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ êîæè ÷åëîâåêà çåëåíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ÿä-
ðûøåê â ÿäðàõ èñ÷åçàåò (Delic et al., 1991). Êàê âèäíî íà
ðèñ. 1, à, íåêîòîðûå ó÷àñòêè õðîìàòèíà â ÿäðå ôëóîðåñöè-
ðóþò òàêæå â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà. Îíè îòðàæàþò òå
÷àñòè äâóõñïèðàëüíîé íèòè ÄÍÊ â õðîìàòèíå, êîòîðûå
äîñòóïíû ìîíîìåðàì ÀÎ. ×òî êàñàåòñÿ èíòåðêàëÿöèè ìî-
ëåêóë ÀÎ â äâóõñïèðàëüíûå ó÷àñòêè ÄÍÊ â íàòèâíîì
õðîìàòèíå ÿäåð, òî çäåñü, ïî-âèäèìîìó, âñòðå÷àþòñÿ ïðå-
ïÿòñòâèÿ ê èíòåðêàëÿöèè ÀÎ â ÄÍÊ èìåííî áëàãîäàðÿ
íóêëåîñîìíîé ñòðóêòóðå õðîìàòèíà, â êîòîðîé äâóõñïè-
ðàëüíàÿ ÄÍÊ âçàèìîäåéñòâóåò ñ áåëêàìè. Ïðè òàêîì
âçàèìîäåéñòâèè ÷èñëî ÿ÷ååê â äâîéíîé ñïèðàëè ÄÍÊ, äî-
ñòóïíûõ ê èíòåðêàëÿöèè â íèõ ìîíîìåðîâ ÀÎ, óìåíüøà-
åòñÿ (Gabbay, Wilson, 1978). Íà ðèñ. 1, â ïðåäñòàâëåíû ìè-
îáëàñòû êðûñû êëåòî÷íîé ëèíèè L6J1, îêðàøåííûå ÀÎ â
ìåíüøåé êîíöåíòðàöèè (0.25 ìêã/ìë, 45 ìèí).

Íà ðèñ. 2, à ïðåäñòàâëåíû ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè
ÀÎ ìèîáëàñòîâ â ìåñòàõ, âûäåëåííûõ öèôðàìè 1—3 íà
ðèñ. 1, à. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ îò ÿäðûøêà (1),
ÿäåðíîãî õðîìàòèíà (2) è öèòîïëàçìû (3) íàõîäÿòñÿ â çå-
ëåíîé îáëàñòè ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ. Íà ðèñ. 2, á ïðåäñòàâ-
ëåíû ñîîòâåòñòâóþùèå ïðèâåäåííûå ñïåêòðû, â êîòîðûõ
ìàêñèìàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êàæäîãî
ñïåêòðà ïðèíÿòà çà 100 %. Ýòî ïîçâîëÿåò ñðàâíèâàòü õà-
ðàêòåð ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ, ïîëó÷åííûõ â ðàç-
íûõ îïûòàõ. Áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ýòèõ äàííûõ, ïî-
ëó÷åííûõ íà æèâûõ êëåòêàõ, ñ äàííûìè ìîäåëüíûõ îïû-
òîâ ïî ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ â ðàñòâîðàõ.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ â
êîìïëåêñå ñ íàòèâíîé ÄÍÊ èç ñïåðìû ëîñîñÿ â ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì áóôåð SSC â êîíöåíòðàöèè 0.1 Ì, ðÍ 7.2.
Êîíöåíòðàöèÿ ÄÍÊ, îïðåäåëåííàÿ ïî ôîñôîðó, ñîñòàâëÿ-
ëà 14.5 ìÌ, êîíöåíòðàöèÿ ÀÎ — 1.45 ìÌ, îòíîøåíèå
[P]/[AO] = 10. Ïðè âçàèìîäåéñòâèè ìîëåêóë ÀÎ ñ äâóõ-
ñïèðàëüíîé ÄÍÊ (è ÐÍÊ) â ïîëèìåðå ñíà÷àëà çàïîëíÿþò-
ñÿ èíòåðêàëÿöèîííûå ÿ÷åéêè äâóñïèðàëè, ïðè÷åì çàïîë-
íåíèå ýòèõ ÿ÷ååê èäåò ìàêñèìóì äî âåëè÷èíû
[P]/[AO] d 3 èç-çà äàëüíåéøèõ ñòåðè÷åñêèõ òðóäíîñòåé,
ñâÿçàííûõ ñ íåîáõîäèìîñòüþ ëîêàëüíîãî ðàñêðó÷èâàíèÿ
äâóñïèðàëè â ìåñòàõ èíòåðêàëÿöèè. Çàòåì ïðîèñõîäèò
ñîðáöèÿ êàòèîíîâ ÀÎ äî îáðàçîâàíèÿ ýëåêòðîíåéòðàëüíî-
ãî êîìïëåêñà ñ îòíîøåíèåì [P]/[AO] = 1 íà àíèîííûõ
ôîñôàòíûõ ãðóïïàõ ÄÍÊ çà ñ÷åò ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ ñèë.
Ïðè òàêîì «âíåøíåì» ñâÿçûâàíèè ÀÎ íà ÄÍÊ ìîæíî íà-
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áëþäàòü ìåæìîëåêóëÿðíîå âçàèìîäåéñòâèå ñâÿçàííûõ
ìîëåêóë ÀÎ, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â ìåòàõðîìàçèè.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåí ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè òîëüêî
îò èíòåðêàëÿöèîííîãî ñâÿçûâàíèÿ ÀÎ ñ ÄÍÊ, òàê êàê â
äàííîì îïûòå îòíîøåíèå [P]/[AO] = 10, ò. å. çàïîëíåíû

òîëüêî èíòåðêàëÿöèîííûå ÿ÷åéêè. Â ýòèõ ÿ÷åéêàõ ìî-
ëåêóëû ÀÎ îòäåëåíû äðóã îò äðóãà ïàðàìè àçîòèñòûõ
îñíîâàíèé äâóñïèðàëè è âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó íèìè íå-
âîçìîæíî. Ïîýòîìó ïîëó÷åííûé ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè
ÀÎ (êðèâàÿ 1 íà ðèñ. 3) îòðàæàåò ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè

Ðàñïðåäåëåíèå è ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ â ìèîáëàñòàõ è îäèíî÷íûõ ìûøå÷íûõ âîëîêíàõ 105

Ðèñ. 1. Ìèîáëàñòû L6J1 è èíòàêòíûå ìûøå÷íûå âîëîêíà ëÿãóøêè, îêðàøåííûå àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì (ÀÎ). Êîíôîêàëüíàÿ
ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

Ëàçåðíûé ñêàíèðóþùèé êîíôîêàëüíûé ìèêðîñêîï Leica TCS SL. Ôëóîðåñöåíöèþ ÀÎ âîçáóæäàëè àðãîíîâûì ëàçåðîì (488 íì), ðåãèñòðèðîâàëè â
äâóõ ñïåêòðàëüíûõ îáëàñòÿõ: çåëåíîé (500—560 íì) è êðàñíîé (590—660 íì). Êðîìå òîãî, ôëóîðåñöåíöèþ ÀÎ èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ðåæèìà
ñïåêòðàëüíîãî ñêàíèðîâàíèÿ (Mode-xyë) â èíòåðâàëå 500—660 íì ñ øàãîì 10 íì. Îáúåêòèâ HCX PLAPO CS 63 � 1.32. Ñèãíàë ñîáèðàëè ñî ñëîÿ òîë-
ùèíîé 0.7 ìêì. à, â, ä—æ — ñîâìåùåíèå èçîáðàæåíèé, íàáëþäàåìûõ â çåëåíîé è êðàñíîé îáëàñòÿõ ñïåêòðà; á, ã, ç — èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷åííûå ñ ïî-
ìîùüþ ñïåêòðàëüíîãî ñêàíèðîâàíèÿ. Èç ñåðèè èçîáðàæåíèé âûáðàíû òå, êîòîðûå ïîëó÷åíû ïðè âåëè÷èíàõ äëèí ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ, âûÿâëÿþùèõ
íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî âíóòðèêëåòî÷íûõ ãðàíóë. à — ìèîáëàñòû L6J1 (êîíöåíòðàöèÿ ÀÎ 2 ìêã/ìë, âðåìÿ îêðàøèâàíèÿ 45 ìèí); á — òå æå ìèîáëà-
ñòû ïðè äëèíå âîëíû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ 626 íì; â — ìèîáëàñòû L6J1 ïðè îêðàøèâàíèè ÀÎ â êîíöåíòðàöèè 0.25 ìêã/ìë, 1 ÷; ã — òå æå ìèîáëàñòû ïðè
äëèíå âîëíû 556 íì; ä — ìûøå÷íîå âîëîêíî ïðè îêðàøèâàíèè 0.25 ìêã/ìë ÀÎ, 1 ÷, ÿðêîñòü óìåíüøåíà äëÿ âûÿâëåíèÿ ñòðóêòóðû ÿäðà; å — òî æå âî-
ëîêíî, ÿðêîñòü óâåëè÷åíà äëÿ âûÿâëåíèÿ ñòðóêòóðû ñàðêîïëàçìû; æ — ãðàíóëû ÀÎ â èíòàêòíîì ìûøå÷íîì âîëîêíå (êîíöåíòðàöèÿ ÀÎ 0.25 ìêã/ìë,
âðåìÿ îêðàøèâàíèÿ 45 ìèí); ç — òî æå âîëîêíî ïðè äëèíå âîëíû 526 íì. 1 — ÿäðûøêî, 2 — õðîìàòèí, 3 — öèòîïëàçìà, 4—7 — öèòîïëàçìàòè÷åñêèå

ãðàíóëû. Êðóæêàìè âûäåëåíû ïëîùàäè îáëàñòåé êëåòîê, â êîòîðûõ ðåãèñòðèðîâàëàñü ôëóîðåñöåíöèÿ ÀÎ.



òîëüêî èíòåðêàëèðîâàííûõ â ÄÍÊ ìîíîìåðîâ ÀÎ («îòðè-
öàòåëüíàÿ ìåòàõðîìàçèÿ»). Ýòè ìîíîìåðû ÀÎ èìåþò
ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà ñ ìàê-
ñèìóìîì îêîëî 530 íì, ïðè÷åì êâàíòîâûé âûõîä çåëåíîé
ôëóîðåñöåíöèè â ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèè ðàñòåò ïî ñðàâíå-
íèþ ñî ñâîáîäíûìè ìîëåêóëàìè ÀÎ â ðàñòâîðå (êðèâàÿ 2
íà ðèñ. 3). Ïîäîáíûé ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè â çåëåíîé îá-
ëàñòè ñ ìàêñèìóìîì îêîëî 530 íì ïîëó÷åí íàìè îò òî÷åê
íà ðèñ. 1, à â ÿäðå æèâûõ ìèîáëàñòîâ. Ïî-âèäèìîìó, ýòî
ñâå÷åíèå, ïîäîáíîå ñâå÷åíèþ â ìîäåëüíûõ ðàñòâîðàõ, îò-
ðàæàåò èíòåðêàëÿöèîííîå ñâÿçûâàíèå ìîíîìåðîâ ÀÎ ñ
ÿ÷åéêàìè â äâóõñïèðàëüíûõ ÄÍÊ èëè ÐÍÊ.

Êðèâàÿ 3 íà ðèñ. 2, à õàðàêòåðèçóåò ñïåêòð ôëóîðåñ-
öåíöèè ÀÎ â öèòîïëàçìå ìèîáëàñòà. Ýòà ôëóîðåñöåíöèÿ
óêàçûâàåò íà ïðèñóòñòâèå ìîëåêóë ÀÎ â öèòîïëàçìå â
âèäå ìîíîìåðîâ.

Íà ðèñ. 1, ä, æ ïðåäñòàâëåíî èíòàêòíîå îäèíî÷íîå
ìûøå÷íîå âîëîêíî, îêðàøåííîå â òå÷åíèå 1 ÷ ÀÎ â êîí-
öåíòðàöèè 0.25 ìêã/ìë, ïîëó÷åííîå ñîâìåùåíèåì èçîáðà-
æåíèé, íàáëþäàåìûõ â çåëåíîé è êðàñíîé îáëàñòÿõ ñïåêò-
ðà ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà. Õðîìàòèí â
ÿäðàõ âèäåí â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà, ïðè÷åì ÿäðà ôëó-
îðåñöèðóþò íåðàâíîìåðíî. Î÷åâèäíî, ýòî ôëóîðåñöåíöèÿ
ìîíîìåðîâ ÀÎ ïðè èíòåðêàëÿöèè â äâóõñïèðàëüíûå ó÷à-
ñòêè ÄÍÊ, à òàêæå ñâå÷åíèå ÀÎ â äâóõñïèðàëüíûõ ó÷àñò-
êàõ ÐÍÊ â ÿäðûøêàõ. Íà ðèñ. 1, å ïðèâîäèòñÿ ýòî æå èçîá-
ðàæåíèå ïðè óâåëè÷åíèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè êàíàëîâ. Âèä-

íî ñëàáîå çåëåíîå ñâå÷åíèå ñàðêîïëàçìû, íà ôîíå êîòîðî-
ãî ìîæíî ðàçëè÷èòü áîëåå èíòåíñèâíî ôëóîðåñöèðóþùèå
â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà À-äèñêè, ïî-âèäèìîìó, çà ñ÷åò
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Ðèñ. 2. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ îáëàñòåé êëåòîê L6J1.

Ñïåêòðû ÀÎ ôëóîðåñöåíöèè ñîîòâåòñòâóþò òåì îáëàñòÿì êëåòîê, êîòîðûå îáîçíà÷åíû íà ðèñ. 1, à, â. à, â — ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ; á, ã — ïðèâå-
äåííûå ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ, äëÿ êîòîðûõ ìàêñèìàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ ïðèíÿòà çà 100 %. Êîíöåíòðàöèÿ ÀÎ è âðåìÿ îêðà-

ñêè 2 ìêã/ìë è 45 ìèí (à, á) èëè 0.25 ìêã/ìë è 1 ÷ (â, ã). ÈÔ — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ.

Ðèñ. 3. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ è ÀÎ â êîìïëåêñå ñ íàòèâ-
íîé ÄÍÊ.

1 — ÀÎ â êîìïëåêñå ñ íàòèâíîé ÄÍÊ, 2 — ÀÎ â áóôåðå SSC 0.1 Ì, 3 —
êîíòðîëü — ñïåêòð áóôåðà SSC 0.1 Ì. Êîíöåíòðàöèÿ [ÀÎ] — 1.45 ìÌ,
êîíöåíòðàöèÿ [ÄÍÊ] — 14.5 ìÌ (ïî ôîñôîðó), îòíîøåíèå [ð]/[ÀÎ] = 10.



ïðèñóòñòâèÿ â íèõ ìèîçèíà. Òàê, ðàíåå áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ìèîçèí ñâÿçûâàåò ÀÎ â ìîíîìåðíîé ôîðìå (Êàëàìêà-
ðîâà è äð., 1965; Ãàìàëåé, Êàóëèí, 1988).

Â êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå íàáëþäàþòñÿ òðè îñíîâ-
íûõ âèäà öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ãðàíóë ÀÎ â æèâûõ ìèîáëà-
ñòàõ â êóëüòóðå (ðèñ. 1, à—ã) è íàòèâíûõ ìûøå÷íûõ âîëîê-
íàõ ëÿãóøêè (ðèñ. 1, å): çåëåíûå, ñîäåðæàùèå ìîíîìåðû
ÀÎ, êðàñíûå, ñîäåðæàùèå àãðåãàòû ìîëåêóë ÀÎ, è æåë-
òûå. Íàêîïëåíèå ÀÎ â ãðàíóëàõ èäåò â áîëüøåé ñòåïåíè,
÷åì ýòî ìîæíî îáúÿñíèòü, ó÷èòûâàÿ ïðîòîííûé ãðàäèåíò
÷åðåç ìåìáðàíû ýòèõ ïóçûðüêîâ, ïîääåðæèâàåìûé çà ñ÷åò
ðàáîòû ìåìáðàííûõ H+-ÀÒÔàç (Clerc, Barenholz, 1998).
Ýòî íàêîïëåíèå ñâÿçàíî ñ àãðåãàöèåé ìîëåêóë ÀÎ âíóòðè
ïóçûðüêîâ çà ñ÷åò ìåæìîëåêóëÿðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ, êî-
òîðîå óñèëèâàåò àêêóìóëÿöèþ ìîëåêóë ÀÎ â ãðàíóëàõ,
äâèæèìóþ ïðîòîííûì ãðàäèåíòîì (Palmgren, 1991).

Äëÿ èçó÷åíèÿ êîíöåíòðàöèîííîé àãðåãàöèè ìîëåêóë
ÀÎ â êëåòêàõ â êà÷åñòâå ìîäåëè èñïîëüçîâàëè êîíöåíòðà-
öèè ÀÎ â âîäíî-ñîëåâûõ ðàñòâîðàõ, âûçûâàþùèå ÿâëåíèÿ
ìåòàõðîìàçèè. Íà ðèñ. 4 ïðèâåäåíû ñïåêòðû ôëóîðåñöåí-
öèè ÀÎ â ðàñòâîðå Ðèíãåðà, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ êîí-
ôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà, â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè
ÀÎ. Áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè
ðàñòâîðîâ ÀÎ â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò 0.05 äî
18.00 ìÌ (ðèñ. 4). Ïðè êîíöåíòðàöèè ÀÎ 0.5 ìÌ íàáëþ-
äàåòñÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ñ ìàêñèìóìîì â çåëåíîé îáëàñòè
ñïåêòðà ïðè 526 íì. Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ÀÎ ñ
íà÷àëîì ïðîöåññà ìåæìîëåêóëÿðíîé àãðåãàöèè ïðîèñõî-
äèò èçìåíåíèå ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè, ÷òî ïðèâîäèò ê
ïîÿâëåíèþ ïèêà â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà. Íà ðèñ. 4
âèäíî, ÷òî ïðè êîíöåíòðàöèè ÀÎ 9 ìÌ è âûøå îáíàðóæè-
âàåòñÿ ÿðêî âûðàæåííûé ïèê â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà.
Ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ñïåêòðàëüíîãî ñêàíèðîâàíèÿ
ìèêðîñêîïà Leica TCS SL ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ â
çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè ÀÎ â ðàñòâîðå (ðèñ. 4) è
ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ è ÀÎ â êîìïëåêñå ñ ÄÍÊ
(ðèñ. 3) íàõîäÿòñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ èìåþùèìèñÿ â ëèòå-
ðàòóðå äàííûìè ñïåêòðîñêîïèè (Zelenin, 1999). Ýòè ðå-
çóëüòàòû õàðàêòåðèçóþò àäåêâàòíîñòü ïðèìåíåíèÿ èñïî-
ëüçóåìîãî íàìè ìåòîäà ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ.

Ïðè êîíöåíòðàöèè ÀÎ 2 ìêã/ìë â êëåòêàõ ìèîáëàñòîâ
L6J1 íàáëþäàëè ãðàíóëû, ÿðêî ôëóîðåñöèðóþùèå â êðàñ-
íîé îáëàñòè ñïåêòðà (ðèñ. 1, à). Ïðè ñïåêòðàëüíîì ñêàíè-

ðîâàíèè êëåòîê ãðàíóëû îáíàðóæèâàþòñÿ â êðàñíîé
îáëàñòè ñïåêòðà (ðèñ. 1, á: èçîáðàæåíèå ãðàíóë ïðè äëèíå
âîëíû 626 íì). Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ â ãðàíóëàõ,
îáîçíà÷åííûõ öèôðàìè 4—7 íà ðèñ. 1, à, á, èìåþùèå
ìàêñèìóì â êðàñíîé îáëàñòè ïðè äëèíå âîëíû 626 íì,
ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2, à, á, êðèâûå 4—7, ÷òî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î áîëüøîì íàêîïëåíèè êðàñèòåëÿ â ãðàíóëàõ, êîã-
äà îí ïðàêòè÷åñêè âåñü ïðåäñòàâëåí â âèäå îëèãîìåðîâ.

Ïðè êîíöåíòðàöèè ÀÎ 0.25 ìêã/ìë â êëåòêàõ L6J1 ðå-
ãèñòðèðóþòñÿ ãðàíóëû ñ ðàçëè÷íûìè ñïåêòðàìè ôëóîðåñ-
öåíöèè (ðèñ. 1, â). Äëÿ èõ àíàëèçà òàêæå áûëî ïðîâåäåíî
ñïåêòðàëüíîå ñêàíèðîâàíèå. Íà ðèñ. 1, ã ïðèâåäåíî èçîá-
ðàæåíèå ìèîáëàñòîâ ïðè äëèíå âîëíû 556 íì, êîãäà ðàñ-
ñìàòðèâàåìûå ãðàíóëû íàèáîëåå âûðàæåíû. Èññëåäîâà-
íèå ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè ïîêàçûâàåò, ÷òî ïðè íàêîï-
ëåíèè ÀÎ â ãðàíóëàõ ìàêñèìóì ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè
ñìåùàåòñÿ â äëèííîâîëíîâóþ îáëàñòü ñïåêòðà (ðèñ. 2, â,
ã). Íà ðèñóíêå âèäíî, ÷òî ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè âûäåëåí-
íîé îáëàñòè öèòîïëàçìû (êðèâàÿ 3) èìååò ìàêñèìóì
524 íì, â òî âðåìÿ êàê ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ãðàíóë
ÀÎ — 535 íì (êðèâûå 4—7); áîëåå êðàñíûå ãðàíóëû èí-
òåíñèâíåå ôëóîðåñöèðóþò â äëèííîâîëíîâîé îáëàñòè
ñïåêòðà (êðèâûå 6, 7). Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ïîêà-
çûâàþò, ÷òî ñâå÷åíèå íàáëþäàåòñÿ çà ñ÷åò ïðèñóòñòâèÿ
çåëåíîé (524 íì) è êðàñíîé (620—630 íì) ôëóîðåñöåí-
öèè. Îäíàêî êðèâûå 6 è 7 íà ðèñ. 2 èìåþò âûðàæåí-
íûå îáëàñòè, ñîîòâåòñòâóþùèå æåëòîé ôëóîðåñöåíöèè
(570—580 íì), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàçíîé àãðåãàöèè
ìîëåêóë ÀÎ ïðè íàêîïëåíèè â êèñëûõ îðãàíåëëàõ. Ýòî
ïîêàçûâàåò, ÷òî ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 1, â ãðàíóëû ñî-
äåðæàò ðàçíîå êîëè÷åñòâî êðàñèòåëÿ. Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî ñóùåñòâóåò ñîîòâåòñòâèå ìåæäó èçîáðàæåíèåì ãðà-
íóë íà ðèñ. 1, à, â, æ è èõ ñïåêòðàìè íà ðèñ. 2 è 5.

Íà ðèñ. 1, ä—ç âèäíû ãðàíóëû ÀÎ â ìûøå÷íîì âî-
ëîêíå. Êàê â ñëó÷àå ìèîáëàñòîâ, òàê è â ñëó÷àå ìûøå÷íî-
ãî âîëîêíà ïðè îêðàñêå ÀÎ â êîíöåíòðàöèè 0.25 ìêã/ìë
íàáëþäàåòñÿ ñõîäíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ãðàíóë (ðèñ. 1, â, ä).
Êàê îòìå÷àëîñü ðàíåå, îêðàñêà ìûøå÷íîãî âîëîêíà ÀÎ
îòëè÷àåòñÿ îò îêðàñêè îäíîÿäåðíûõ êëåòîê; òàêæå èìåþò-
ñÿ ðàçëè÷èÿ è â ðàñïîëîæåíèè ãðàíóë ÀÎ. Ãðàíóëû ÀÎ
ïðèñóòñòâóþò ó ïîëþñîâ ÿäåð, à òàêæå ëîêàëèçîâàíû âî
âñåì îáúåìå âîëîêíà ìåæäó ìèîôèáðèëëàìè â âèäå êî-
ðîòêèõ ïàðàëëåëüíûõ ðÿäîâ, ÷àñòî ñîñòîÿùèõ èç 2—3 ãðà-
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Ðèñ. 4. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ â ðàñòâîðå Ðèíãåðà.

à — ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ êðàñèòåëÿ; á — ïðèâåäåííûå ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ, äëÿ êîòîðûõ ìàêñèìàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè ÀÎ ïðèíÿòà çà 100 %.



íóë, ðàñïîëîæåííûõ â ñîñåäíèõ ñàðêîìåðàõ (Krolenko et
al., 2006). Ñ ïîìîùüþ ñïåêòðàëüíîãî ñêàíèðîâàíèÿ áûëè
èññëåäîâàíû ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ýòèõ ãðàíóë â èí-
òåðâàëå 500—660 íì. Íà ðèñ. 1, ç ïðåäñòàâëåíû ãðàíóëû
ïðè äëèíå âîëíû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ 526 íì.

Ñïåêòðû îòäåëüíûõ ãðàíóë ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 5.
Ýòè ñïåêòðû ñíÿòû îò ãðàíóë, îáîçíà÷åííûõ íà ðèñ. 1, æ,
ç. Ãðàíóëû 3 è 4, êîòîðûì ñîîòâåòñòâóþò êðèâûå 3 è 4 íà
ðèñ. 5, èìåþò ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ â çåëåíîé îá-
ëàñòè ñïåêòðà, â òî âðåìÿ êàê ãðàíóëû, îáîçíà÷åííûå
öèôðàìè 1 è 2 íà ðèñ. 1, æ, ç, îáëàäàþò ôëóîðåñöåíöèåé
êàê â çåëåíîé, òàê è â êðàñíîé îáëàñòÿõ ñïåêòðà (êðèâûå 1,
2 íà ðèñ. 5). Ýòè ñïåêòðû õàðàêòåðèçóþò íàêîïëåíèå ÀÎ
êàê â ìîíîìåðíîé, òàê è â àãðåãèðîâàííûõ ôîðìàõ. Ìèîá-
ëàñòû â êóëüòóðå îêðàøèâàþòñÿ ÀÎ áûñòðåå, ÷åì íàòèâ-
íîå âîëîêíî ëÿãóøêè, âåðîÿòíî âñëåäñòâèå áîëüøåé ïðî-
íèöàåìîñòè äëÿ ÀÎ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí è ñòðóêòóð. Ïðè
âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ÀÎ (2 ìêã/ìë) è áîëüøîì âðåìåíè
îêðàøèâàíèÿ (45 ìèí) öèòîïëàçìàòè÷åñêèå ãðàíóëû â ìèîá-
ëàñòàõ ôëóîðåñöèðóþò â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà (ðèñ. 1, à).
Ýòî óêàçûâàåò íà çíà÷èòåëüíîå íàêîïëåíèå ÀÎ âíóòðè ãðà-
íóë, ÷òî ïðèâîäèò ê ìåæìîëåêóëÿðíîìó âçàèìîäåéñòâèþ
ìîëåêóë ÀÎ è èõ àãðåãàöèè. Åñëè ñðàâíèòü ñïåêòðû ôëóî-
ðåñöåíöèè ÀÎ ãðàíóë (ðèñ. 2, à) è ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè
ÀÎ â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå (ðèñ. 4), òî ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî ÀÎ â êðàñíûõ êèñëûõ ãðàíóëàõ êîíöåíòðèðóåò-
ñÿ ïðèáëèçèòåëüíî äî 5—18 ìÌ ïðè èñõîäíîé êîíöåíòðà-
öèè ÀÎ 2 ìêã/ìë (~5 · 10–6 Ì), ò. å. ïðèìåðíî â 1—4 òûñ.
ðàç. Êàê èçâåñòíî, íàèáîëåå êèñëûìè êëåòî÷íûìè îðãàíåë-
ëàìè ÿâëÿþòñÿ ïîçäíèå ýíäîñîìû è ëèçîñîìû. Îíè íàêàï-
ëèâàþò êðàñèòåëü â íàèáîëüøåì êîëè÷åñòâå.

Ïðè îêðàñêå ìèîáëàñòîâ ÀÎ â íèçêîé êîíöåíòðàöèè
(0.25 ìêã/ìë, 1 ÷) íàêîïëåíèå ÀÎ â êèñëûõ ãðàíóëàõ ïðî-
èñõîäèò â ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì ïðè èñïîëüçîâàíèè áî-
ëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ÀÎ (ðèñ. 1, â, ã; 2, â, ã). Íà ðè-
ñóíêàõ âèäíî, ÷òî ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ â ãðàíó-
ëàõ, ïîìå÷åííûõ öèôðàìè íà ðèñ. 1, ã, ìåíåå ñäâèíóòû â
êðàñíóþ îáëàñòü, ò. å. èìååò ìåñòî áîëåå ñëàáàÿ àãðåãàöèÿ
ìîëåêóë ÀÎ â ýòèõ ãðàíóëàõ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ìåíü-
øåé êîíöåíòðàöèè ÀÎ âíóòðè íèõ.

Îäèíî÷íîå ìûøå÷íîå âîëîêíî ëÿãóøêè ïðè òàêîé æå
ïðîöåäóðå îêðàøèâàíèÿ îáðàçóåò â ñàðêîïëàçìå çíà÷è-
òåëüíî ìåíüøå ãðàíóë ÀÎ, î÷åâèäíî âñëåäñòâèå ìåíüøå-
ãî ñîäåðæàíèÿ êèñëûõ îðãàíåëë, âûÿâëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ
ÀÎ â ìûøå÷íîì âîëîêíå (ðèñ. 1, ä—ç). Ìàëîå êîëè÷åñòâî
ëèçîñîì â ìûøå÷íîì âîëîêíå áûëî ïîêàçàíî ðàíåå (Kais-
to et al., 1999).

Çíà÷åíèÿ ðÍ âíóòðè êèñëûõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ îð-
ãàíåëë è åãî ðåãóëÿöèÿ âàæíû äëÿ èõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ
ôóíêöèé. Íàïðèìåð, ïîñëåäíèå äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî ïðè
âîçíèêíîâåíèè ó ìàëèãíèçèðîâàííûõ êëåòîê ôåíîòèïà
ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè íàáëþäàåò-
ñÿ îáùèé äåôåêò â æèäêîôàçíîì ýíäîöèòîçå, à èìåííî
íåäîñòàòî÷íîå ïîäêèñëåíèå ýíäîñîì (Chauhan et al.,
2003).

Ïðèìåðîì ìîæåò òàêæå ÿâëÿòüñÿ òîò ôàêò, ÷òî îäíèì
èç ðàííèõ ñîáûòèé âî âðåìÿ êëåòî÷íîãî àïîïòîçà ÿâëÿåò-
ñÿ ïîòåðÿ ëèçîñîìàìè ìåìáðàííîãî ïðîòîííîãî ãðàäèåí-
òà. Ñîäåðæèìîå ëèçîñîì ïðè ýòîì ïåðåõîäèò â öèòîïëàç-
ìó, êîòîðàÿ ïîäêèñëÿåòñÿ äî âåëè÷èíû ðÍ 5.7 âìåñòî 7.2
â íîðìå. Â ëèçîñîìàõ ïðè ýòîì çíà÷åíèå ðÍ óâåëè÷èâàåò-
ñÿ äî 5.5 ïðîòèâ 4.3 â íîðìå (Nilsson et al., 2003, 2006).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü èçìåíåíèÿ
ðÍ âíóòðèêëåòî÷íûõ îðãàíåëë ñ ïîìîùüþ ðÿäà õèìè÷å-
ñêèõ àãåíòîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè èíôèöèðîâàíèè ìûøè-
íûõ êëåòîê ïîëèîìà-âèðóñîì âèðèîíû ïîïàäàþò â ÿäðî ñ
ïîìîùüþ ýíäîöèòîçà. Íà îïðåäåëåííîì ýòàïå ìîíîïèíî-
öèòîçíûå ïóçûðüêè, íåñóùèå âèðèîíû, ñëèâàþòñÿ ñ ðàí-
íèìè ýíäîñîìàìè. Ïðîöåññ ñëèÿíèÿ çàâèñèò îò âåëè÷èíû
ðÍ âíóòðè ýíäîñîì. Ïðè íåéòðàëèçàöèè ðÍ ñ ïîìîùüþ
áàôèëîìèöèíà À1 èëè NH4Cl âèðóñíàÿ èíôåêöèÿ óìåíü-
øàåòñÿ èëè ñîâñåì ïðåêðàùàåòñÿ (Liebl et al., 2006).

Äëÿ ãèäðîëèòè÷åñêèõ ðåàêöèé âíóòðè ëèçîñîì áîëü-
øîå çíà÷åíèå èìååò ðåãóëÿöèÿ âíóòðèëèçîñîìíîãî ðÍ.
Íàðóøåíèå ýòîé ðåãóëÿöèè ïðèâîäèò ê ïàòîëîãè÷åñêèì
ñîñòîÿíèÿì. Îäíàêî âîññòàíîâëåíèå íîðìàëüíîãî çíà÷å-
íèÿ ðÍ âíóòðè ëèçîñîì ïîçâîëÿåò âîññòàíîâèòü ôóíêöèþ
ãèäðîëàç. Òàê, áûëî ïîêàçàíî (Soyombo et al., 2006), ÷òî
ïðè ìóêîëèïèäîçå IV òèïà áëàãîäàðÿ ìóòàöèè â ãåíå ëè-
çîñîìíîãî èîííîãî êàíàëà (mucolipin I) ïðîèñõîäèò
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Ðèñ. 5. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ îáëàñòåé ìûøå÷íîãî âîëîêíà.

Íîìåðà ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ ñîîòâåòñòâóþò öèôðàì ó ñòðåëîê öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ ãðàíóë ìûøå÷íîãî âîëîêíà (1—4), êîòîðûå îáîçíà÷åíû
íà ðèñ. 1, æ. Êðóæêàìè íà ðèñ. 1, ç âûäåëåíû ïëîùàäè îáëàñòåé âîëîêíà, â êîòîðûõ ðåãèñòðèðîâàëàñü ôëóîðåñöåíöèÿ ÀÎ. à — ñïåêòðû ôëóîðåñöåí-
öèè ÀÎ; á — ïðèâåäåííûå ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ, äëÿ êîòîðûõ ìàêñèìàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ ïðèíÿòà çà 100 %. Ïðèâåäåí-
íûå ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ 5 (õðîìàòèí) è 6 (öèòîïëàçìà) ðåãèñòðèðîâàíû îò îáëàñòåé äðóãîãî âîëîêíà, èçîáðàæåíèå êîòîðûõ â äàííîé ðàáîòå

íå ïðèâîäèòñÿ.



ñâåðõïîäêèñëåíèå âíóòðè ëèçîñîì, ïðè ýòîì ëèçîñîìíàÿ
ëèïàçà èíàêòèâèðóåòñÿ è â êëåòêàõ íàêàïëèâàþòñÿ ëèïè-
äû è ìåìáðàííûå ôðàãìåíòû, ÷òî ïðèâîäèò ê çàáîëåâà-
íèþ. Àâòîðû ïðåäïîëàãàþò äâà ìåõàíèçìà èíàêòèâàöèè
ëèïàçû ëèçîñîì ïðè ìóêîëèïèäîçå IV: 1) ñâåðõïîäêèñëå-
íèå ëèçîñîì ïðèâîäèò ê äåíàòóðàöèè ôåðìåíòà; 2) ñâåðõ-
ïîäêèñëåíèå îðãàíåëë ðàçðóøàåò îáðàçîâàíèå ôóíêöèî-
íàëüíûõ ôåðìåíòíûõ êîìïëåêñîâ â ëèçîñîìàõ, ïîñêîëüêó
îáðàçîâàíèå òàêèõ êîìïëåêñîâ çàâèñèò îò âåëè÷èíû ðÍ â
ëèçîñîìàõ. Âûÿâëåíèå ñâåðõêèñëûõ ëèçîñîì ïðè ìóêîëè-
ïèäîçå IV òèïà áûëî âûïîëíåíî íà êîíôîêàëüíîì ìèêðî-
ñêîïå ïðè îêðàøèâàíèè íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ è êëå-
òîê áîëüíûõ ìóêîëèïèäîçîì IV òèïà (â êóëüòóðå) ñ ïî-
ìîùüþ ÀÎ. Ïðèìåíåíèå ëèçîñîìîòðîïíîãî ñëàáîãî
êàòèîíà õëîðîõèíà (10 íÌ) èëè H+/K+-èîíîôîðà íèãåðè-
öèíà (2 · 10–7 Ì) â òå÷åíèå 4 ñóò ïðèâîäèëî ê ñíÿòèþ
ñâåðõïîäêèñëåíèÿ âíóòðè ëèçîñîì, àêòèâàöèè ëèïàçû è
óìåíüøåíèþ íà 65 % íàêîïëåííûõ ëèçîñîìíûõ âêëþ÷å-
íèé, à èìåííî ëèïèäîâ è ôðàãìåíòîâ ìåìáðàí.

Èñïîëüçîâàíèå íàìè ìåòîäà ïîñòðîåíèÿ ñïåêòðîâ
ôëóîðåñöåíöèè ÀÎ ïîçâîëÿåò áîëåå àäåêâàòíî îöåíèâàòü
íàêîïëåíèå ÀÎ â êèñëûõ ñòðóêòóðàõ êëåòêè, ÷òî âàæíî â
èçó÷åíèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýòèõ îðãàíåëë â òàêèõ ïðî-
öåññàõ, êàê òðàíñïîðò, àäàïòàöèÿ, àïîïòîç è ðàçâèòèå ðÿäà
ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé.

Ìû áëàãîäàðèì çà ó÷àñòèå â îáñóæäåíèè ðåçóëüòà-
òîâ è êîíñóëüòàöèè Ñ. ß. Àäàìÿí, Þ. Ì. Ðîçàíîâà è
Ã. È. Øòåéíà (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-00817) è ïðè èñïîëüçîâàíèè îáîðóäîâàíèÿ Öåíòðà
êîëëåêòèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ «Ìàòåðèàëîâåäåíèå è äèà-
ãíîñòèêà â ïåðåäîâûõ òåõíîëîãèÿõ».
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AO DISTRIBUTION AND FLUORESCENCE SPECTRA IN MYOBLASTS

AND SINGLE MUSCLE FIBRES

T. N. Belyaeva, S. A. Krolenko, E. A. Leontieva, T. P. Mozhenok, A. V. Salova, M. D. Faddejeva

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;

e-mail: tbel@mail.cytspb.rssi.ru

Using spectral scanning regime of Leica TCS SL confocal microscope, acridine orange (AO) fluorescence
spectra in nuclei and cytoplasms of living myoblasts L6J1 and frog single muscle fibres have been studied.
AO fluorescence spectra in salt solutions dependent on free ÀÎ concentrations and in ÀÎ complexes with DNA
have also been obtained for comparison. Myoblasts nuclei fluoresced in green spectral region with maximum
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at ~530 nm (corresponding ÀÎ monomers fluorescence), nucleoli fluoresced most brightly. Nuclear chromatin
fluoresced not uniformly in these cells. We saw similar to myoblasts ÀÎ emission in nucleoli and nuclei of frog
single muscle fibres. The uniformed weak green fluorescence was observed for myoblast cytoplasm. As to the
muscle fibres sarcoplasm, we saw also ÀÎ green fluorescence in A-discs. In myoblasts and muscle fibre cytop-
lasm we saw the fluorescent red, yellow and green granules which were acidic organelles. The comparison of
ÀÎ fluorescence spectra in living cells with fluorescence spectra of different ÀÎ concentrations and complexes
of ÀÎ with DNA in buffer solutions allows estimation of ÀÎ concentration in acidic granules which is of inte-
rest in the investigation of cellular organelles functions in the processes of intracellular transport, adaptation,
apoptosis and a number of pathological conditions.

K e y w o r d s: acridine orange, acid organelles, confocal microscopy, fluorescence spectra.
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