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Ñîìàòè÷åñêàÿ ìûøöà äîæäåâîãî ÷åðâÿ ñîäåðæèò ìèîíåâðàëüíûå ñèíàïñû, îáðàçóþùèå ñêîïëåíèÿ
«ñèíàïòè÷åñêèõ áóòîíîâ», â êîòîðûõ èäåíòèôèöèðóþòñÿ áåëêè ñèíòàêñèí 1, ñèíàïòîòàãìèí 1 è ñóáú-
åäèíèöà àëüôà-1Â Ñà2+-êàíàëà N-òèïà. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ñèíàïòè÷åñêèå áóòîíû ñîäåðæàò îãðàíè÷åí-
íîå ÷èñëî àêòèâíûõ çîí, ÷òî îáóñëîâëåíî èõ ìàëûìè ðàçìåðàìè (1—2 ìêì) è õàðàêòåðîì ðàñïðåäåëå-
íèÿ áåëêîâ ýêçî-ýíäîöèòîçíîãî öèêëà. Ïîñòñèíàïòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà õîëèíåðãè÷åñêèõ ñèíàïñîâ ñîäåð-
æèò àöåòèëõîëèíîâûå ðåöåïòîðû Í-òèïà, ñïîñîáíûå ñâÿçûâàòüñÿ ñ àëüôà-áóíãàðîòîêñèíîì. Çîíà
ðàñïîëîæåíèÿ ðåöåïòîðîâ íà ïîñòñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíå ñòðîãî îãðàíè÷åíà çîíîé ñèíàïòè÷åñêîãî
êîíòàêòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèîíåâðàëüíûé ñèíàïñ, ñèíòàêñèí, ñèíàïòîòàãìèí, Ñà2+-êàíàë, àöåòèëõîëè-
íîâûé ðåöåïòîð, äîæäåâîé ÷åðâü.

Â îñíîâå ñåêðåöèè ìåäèàòîðà â õèìè÷åñêèõ ñèíàïñàõ
ëåæèò ïðîöåññ ýêçî-ýíäîöèòîçà ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë â
àêòèâíûõ çîíàõ (ÀÇ) (Çåôèðîâ, Ïåòðîâ, 2010). Ýêçîöèòîç
ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë îñóùåñòâëÿåòñÿ ïðè ó÷àñòèè ðÿäà
áåëêîâ, â òîì ÷èñëå ñèíòàêñèíîâ, êîòîðûå èãðàþò êëþ÷å-
âóþ ðîëü (Sollner et al., 1993). Â ýòîì ïðîöåññå ñèíòàêñè-
íû âçàèìîäåéñòâóþò ñ ñåìåéñòâîì áåëêîâ ñèíàïòîòàãìè-
íîâ ìåìáðàíû ñèíàïòè÷åñêèõ âåçèêóë (Sudhof, 2002).
Ñèíòàêñèíû è ñèíàïòîòàãìèíû ÿâëÿþòñÿ ãëàâíûìè Ñà2+-
ñåíñîðàìè ýêçî- è ýíäîöèòîçà (Sorensen et al., 2003; Yao
et al., 2011), ïðîñòðàíñòâåííî ñîïðÿæåííûìè ñ Ñà2+-
êàíàëàìè (Seagar, Takahashi, 1998; Meir et al., 1999).
Â ñâîþ î÷åðåäü ïðîâîäÿùèìè ïóòÿìè Ñà2+-òîêà â ïðåñè-
íàïòè÷åñêîé ìåìáðàíå ÿâëÿþòñÿ Ñà2+-êàíàëû ðàçëè÷íûõ
ïîäòèïîâ (Çåôèðîâ, Ñèòäèêîâà, 2010). Áåëêè ñåìåéñòâà
ñèíòàêñèíîâ, ñèíàïòîòàãìèíîâ è Ñà2+-êàíàëîâ îáëàäàþò âû-
ñîêîé ñòðóêòóðíîé è ôàðìàêîëîãè÷åñêîé âàðèàáåëüíîñòüþ
â öåíòðàëüíûõ è ïåðèôåðè÷åñêèõ ñèíàïñàõ ðàçëè÷íûõ òè-
ïîâ. Îò äèôôåðåíöèàëüíîé ýêñïðåññèè íàáîðà äàííûõ áåë-
êîâ è ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû ÀÇ íåðâíûõ îêîí÷àíèé
çàâèñÿò îñîáåííîñòè Ñà2+-÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñèíõðîííîñ-
òè âûçâàííîãî è ñïîíòàííîãî âûáðîñîâ ìåäèàòîðà.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èäåíòèôèêà-
öèè êëþ÷åâûõ áåëêîâ âåçèêóëÿðíîãî öèêëà è îïðåäåëå-
íèè ñòðóêòóðíîé îðãàíèçàöèè ÀÇ íà ïðèìåðå ïåðèôåðè-
÷åñêèõ õîëèíåðãè÷åñêèõ ñèíàïñîâ ôèëîãåíåòè÷åñêè
ïåðâè÷íîé ñîìàòè÷åñêîé ìóñêóëàòóðû äîæäåâîãî ÷åðâÿ.
Ðàíåå òàêàÿ èäåíòèôèêàöèÿ íå ïðîâîäèëàñü. Îäíàêî îíà
ïðèíöèïèàëüíî âàæíà äëÿ ïîíèìàíèÿ âîçíèêíîâåíèÿ
ïðèíöèïîâ îðãàíèçàöèè ïåðåäà÷è âîçáóæäåíèÿ â äâèãà-
òåëüíûõ ïåðèôåðè÷åñêèõ ñèíàïñàõ â õîäå ýâîëþöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà ñîìàòè÷åñêîé ìûøöå
âíóòðåííåé ñòîðîíû êîæíî-ìóñêóëüíîãî ìåøêà äîæäåâî-
ãî ÷åðâÿ Lumbricus terrestris. Âûäåëåíèå ôðàãìåíòîâ êîæ-
íî-ìóñêóëüíîãî ìåøêà äëèíîé 10—15 ñåãìåíòîâ ïðîèç-
âîäèëè â ìîäèôèöèðîâàííîì ðàñòâîðå Äðåâåñà—Ïàêñà
(Âîëêîâ è äð., 2001) ñëåäóþùåãî èîííîãî ñîñòàâà
(ìîëü/ë) : 16 Na+, 3 K+, 6 Ca2+, 93 Cl–, 43 SO4

2–, 2 Òðèñ,
ðÍ 7.4 (îñíîâíîé ðàñòâîð), ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Ç à ã ð ó ç ê à ý í ä î ö è ò î ç í û õ ì à ð ê å ð î â. Èñïîëü-
çîâàëè ôëóîðåñöåíòíûå êðàñèòåëè FM1-43 è FM4-64 â
êîíöåíòðàöèè 2—3 ìêìîëü/ë (Âîëêîâ è äð., 2012). Óêà-
çàííûå êðàñèòåëè îáðàòèìî ñâÿçûâàþòñÿ ñ ïîâåðõíîñò-
íûìè ìåìáðàíàìè è âî âðåìÿ ýíäîöèòîçà îêàçûâàþòñÿ
âíóòðè âíîâü îáðàçóþùèõñÿ âåçèêóë (çàãðóçêà) (Betz, Be-
wick, 1993; Çåôèðîâ è äð., 2003). Çàãðóçêó êðàñèòåëÿ ïðî-
âîäèëè â òå÷åíèå 3 ìèí â îñíîâíîì ðàñòâîðå ñ ïîâûøåí-
íûì ñîäåðæàíèåì KCl (10 ììîëü/ë) ïðè ýêâèìîëÿðíîì ñíè-
æåíèè NaCl ñîîòâåòñòâåííî. Â öåëÿõ óìåíüøåíèÿ ôîíîâîãî
ñâå÷åíèÿ ïîñëå çàãðóçêè êðàñèòåëÿ ïðåïàðàò îòìûâàëè â òå-
÷åíèå 10 ìèí â îñíîâíîì ðàñòâîðå áåç ïåðôóçèè.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Âûäåëåííûé ïðåïàðàò ôèê-
ñèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí â 3%-íîì ðàñòâîðå ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäà â 0.1 Ì ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñòâî-
ðå (ÐBS) ñ ïîñëåäóþùåé 3-ðàçîâîé îòìûâêîé â PBS ïî
10 ìèí êàæäàÿ, äàëåå èíêóáèðîâàëè â 1%-íîì ðàñòâîðå
Òðèòîíà Õ-100 â ÐBS. Äàëåå ïðåïàðàò èíêóáèðîâàëè 12 ÷
ñ ïåðâè÷íûìè ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê ñóáúåäè-
íèöå àëüôà-1Â Ca2+-êàíàëà N-òèïà, ñèíòàêñèíó 1 è ñèíàï-
òîòàãìèíó 1 (âñå àíòèòåëà ôèðìû Santa Cruz Biotechnolo-
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gies, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 200 â 1%-íîì Òðèòîíå Õ-100
â ÐBS ïðè 4 °Ñ ñ ïîñëåäóþùåé 3-êðàòíîé îòìûâêîé â
ÐBS ïî 10 ìèí êàæäàÿ (Nurullin et al., 2011). Èíêóáàöèþ ñ
âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè (ôèðìû Invitrogen, ÑØÀ) ïðîèç-
âîäèëè â òåìíîòå â òå÷åíèå 1 ÷ â ðàçâåäåíèè 1 : 500 ñ ïî-
ñëåäóþùåé 3-ðàçîâîé îòìûâêîé â ÐBS ïî 10 ìèí êàæäàÿ.
Âñå ïðîöåäóðû ïðîõîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Èíêóáàöèþ ïðåïàðàòà ñ TMR-(tetrametylrhodamin)-àëü-
ôà-áóíãàðîòîêñèíîì â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë ïðîèçâî-
äèëè â òå÷åíèå 30 ìèí â òåìíîòå ñ ïîñëåäóþùåé 3-êðàò-
íîé îòìûâêîé â ÐBS ïî 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå (Krause, Wernig, 1985; Nurullin et al., 2011).

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ñïåöèôè÷íîñòè ñâÿçûâàíèÿ àíòè-
òåë ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè áåëêàìè ïðîâîäèëè ñëåäóþùèå
êîíòðîëüíûå ýêñïåðèìåíòû: ïðåïàðàò âûäåðæèâàëè ñ
âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè áåç ïðåäøåñòâóþùåé èíêóáàöèè
ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè (íåãàòèâíûé êîíòðîëü); ïðåïà-
ðàò èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè â ïðèñóòñò-
âèè èììóíîãåííîãî ïåïòèäà, â îòâåò íà êîòîðûé âûðàáà-
òûâàëèñü ïåðâè÷íûå àíòèòåëà (ïîçèòèâíûé êîíòðîëü).
Ïðîâåäåííûå êîíòðîëüíûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè ñïå-
öèôè÷íîñòü ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè
ïåïòèäàìè, î ÷åì ñóäèëè ïî îòñóòñòâèþ îêðàøèâàíèÿ
ïðåïàðàòà.

Ãîòîâûå ïðåïàðàòû ïîìåùàëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî,
íàêðûâàëè ïîêðîâíûì ñòåêëîì è çàêëþ÷àëè â ñìåñü ãëè-
öåðèíà ñ ÐBS â ñîîòíîøåíèè 1 : 1. Íàáëþäåíèÿ ïðîâîäè-
ëè íà ëàçåðíîì êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå LEICA SP5 II
TCS MP. Èñïîëüçîâàëè ìàñëÿíûé èììåðñèîííûé îáúåê-
òèâ 63� è ñëåäóþùèå ýíäîöèòîçíûå ìàðêåðû: FM1-43 ñ
äëèíàìè âîëí âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè 488 è 577 íì ñîîò-
âåòñòâåííî (àðãîíîâûé ëàçåð), FM4-64 ñ äëèíàìè âîëí
âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè 514 è 640 íì ñîîòâåòñòâåííî (àð-
ãîíîâûé ëàçåð). Äëèíû âîëí âîçáóæäåíèÿ è ðåãèñòðàöèè
âòîðè÷íûõ àíòèòåë ñîñòàâëÿëè 633 è 647 íì (ãåëèé-íåî-
íîâûé ëàçåð), à TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà — 552 è 577
íì (àðãîíîâûé ëàçåð) ñîîòâåòñòâåííî.

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ð å à ê ò è â û: ïàðàôîðì-
àëüäåãèä; polyoxymethylene, HO(CH2O)nH, Òðèòîí X-100;
4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenyl-polyethylene glycol t-oc-
tylphenoxypolyethoxyethanol polyethylene glycol tert-octyl-
phenyl ether, t-Oct-C6H4-(OCH2CH2)xOH, x = 9—10;
0.1 ìîëü/ë PBS (137 NaCl, 2.7 KCl, 4.3 Na2SO4 è
1.4 KH2PO4, pH 7.2); àëüôà-áóíãàðîòîêñèí, ìå÷åííûé
TMR (tetrametylrhodamine) (âñå îò Sigma, ÑØÀ); àíòèòå-
ëà ïåðâè÷íûå êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå îò ôèðìû Santa
Cruz Biotechnologies (ÑØÀ); àíòèòåëà âòîðè÷íûå îñëè-
íûå àíòèêðîëè÷üè Alexa 647; çîíä FM4-64 (N-(3-triethy-
lammoniumpropyl)-4-(6-(4-(diethylamino) phenyl) hexatrie-
nyl) pyridinium dibromide (FM(r) 4-64)); çîíä FM1-43
(N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(4-(dibutylamino) styryl)
pyridinium dibromide (FM® 1-43)) (Invitrogen, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðèìåíåíèå ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ FM1-43 âû-
ÿâëÿåò ñêîïëåíèÿ ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí â ìûøå÷íîé ñòåíêå
äîæäåâîãî ÷åðâÿ. Äàííûå ñêîïëåíèÿ íàïîìèíàþò ãðîçäè
âèíîãðàäà (Âîëêîâ è äð., 2011). Ïðè ýòîì îòäåëüíàÿ
ãðîçäü ñîñòîèò èç íåñêîëüêèõ äåñÿòêîâ ïÿòåí îâàëüíîé
ôîðìû äèàìåòðîì 1—2 ìêì (ðèñ. 1, à). Ìîæíî äóìàòü,
÷òî âûÿâëÿåìûå íàìè «ãðîçäè âèíîãðàäà» ÿâëÿþòñÿ êëàñ-
òåðàìè «ñèíàïòè÷åñêèõ áóòîíîâ», ãäå îòäåëüíîå ïÿòíî
ñîîòâåòñòâóåò îäíîìó íåðâíîìó îêîí÷àíèþ (Shimizu
et al., 1999; Âîëêîâ è äð., 2011). Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ óëüòðà-
ñòðóêòóðíûìè èññëåäîâàíèÿìè (Farnesi, Vagnetti, 1975) è
äàííûìè ïî îïòè÷åñêîìó âûÿâëåíèþ ñèíàïòè÷åñêèõ
ñòðóêòóð ñ ïðèìåíåíèåì ôëóîðåñöåíòíûõ ýíäîöèòîçíûõ
ìàðêåðîâ (Shimizu et al., 1999; Mizutani et al., 2003). Ýêñ-
ïåðèìåíòû ñ ìåìáðàííûì çîíäîì DiLL, êîòîðûé ïåðåíî-
ñèòñÿ àêñîííûì òðàíñïîðòîì èç ñîìû íåéðîíîâ â íåðâ-
íûå îêîí÷àíèÿ, è ýíäîöèòîçíûì ìàðêåðîì FM4-64 äàþò
îñíîâàíèå óòâåðæäàòü, ÷òî îêðàøèâàåìûå ôëóîðåñöåíò-
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Ðèñ. 1. Ôëóîðåñöåíöèÿ ìàðêåðà FM1-43 (à) è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà (á) â ìûøå÷íîì ïðåïàðàòå äîæäåâîãî ÷åðâÿ.

Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 5 ìêì.



íûìè êðàñèòåëÿìè ñèíàïòè÷åñêèå áóòîíû ñâÿçàíû ñ íåðâ-
íûìè ýëåìåíòàìè áðþøíîé íåðâíîé öåïî÷êè è ÿâëÿþòñÿ
íåðâíî-ìûøå÷íûìè ñèíàïñàìè ñîìàòè÷åñêîé ìóñêóëàòó-
ðû (Âîëêîâ è äð., 2011).

Ðàíåå íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî Í-õîëèíîìèìåòè-
êè äîçîçàâèñèìî äåïîëÿðèçóþò ìåìáðàíó ñîìàòè÷åñêèõ
êëåòîê äîæäåâîãî ÷åðâÿ (Âîëêîâ è äð., 2001). Ìåòîäîì
îïòè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ áûëà óñòàíîâëåíà êîíöåíòðà-
öèÿ àöåòèëõîëèíà (ÀÕ) â ìûøöå, êîòîðàÿ çàâèñèò îò
óðîâíÿ äåïîëÿðèçàöèè ïðåñèíàïòè÷åñêèõ ìåìáðàí è êîí-
öåíòðàöèè K+ è Ñà2+ âî âíåøíåì ðàñòâîðå (Âîëêîâ, 2012).
Òàêèì îáðàçîì, åñòü îñíîâàíèå ñ÷èòàòü, ÷òî â ñîìàòè÷å-
ñêîé ìóñêóëàòóðå äîæäåâîãî ÷åðâÿ ÀÕ ÿâëÿåòñÿ ãëàâíûì
ïðåòåíäåíòîì íà ðîëü îñíîâíîãî âîçáóæäàþùåãî ìåäèà-
òîðà, ñ îäíîé ñòîðîíû, à ïîñòñèíàïòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà ñî-
ìàòè÷åñêèõ êëåòîê ñîäåðæèò ÀÕ-ðåöåïòîðû Í-òèïà —
ñ äðóãîé. Â ýòîé ñâÿçè äëÿ èäåíòèôèêàöèè ïîñòñèíàïòè-
÷åñêèõ ÀÕ-ðåöåïòðîâ íàìè áûë âûáðàí îáùåïðèíÿòûé
ìåòîä ñâÿçûâàíèÿ ýòèõ ðåöåïòîðîâ ñ àëüôà-áóíãàðîòîêñè-
íîì (Nurullin et al., 2011).

Ïðîâåäåííûå íàìè ýêñïåðèìåíòû ïî îïòè÷åñêîìó
âûÿâëåíèþ ìåñò ñâÿçûâàíèÿ ìå÷åíîãî àëüôà-áóíãàðîòîê-
ñèíà ñ ïîñòñèíàïòè÷åñêîé ìåìáðàíîé ñîìàòè÷åñêèõ êëå-
òîê ïîêàçàëè ñëåäóþùåå. Êàê è â ñëó÷àå ïðèìåíåíèÿ ýí-
äîöèòîçíîãî ìàðêåðà FM1-43, â îïûòàõ ñ àëüôà-áóíãàðî-
òîêñèíîì áûëè âûÿâëåíû ñêîïëåíèÿ ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí,
òàêæå íàïîìèíàþùèõ ñîáîé ãðîçäè âèíîãðàäà (ðèñ. 1, á).
Ýòî äàåò íàì îñíîâàíèå ñ÷èòàòü, ÷òî õîëèíåðãè÷åñêèå
íåðâíûå òåðìèíàëè ôîðìèðóþò êëàñòåðû ñèíàïòè÷åñêèõ
áóòîíîâ, ïðè ýòîì ïîñòñèíàïòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà ñîîòâåò-
ñòâóþùåãî ñèíàïñà èìååò ïðîòÿæåííîñòü âñåãî íåñêîëü-
êî ìèêðîìåòðîâ (ðèñ. 1, á). Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ýòîãî
ïðåäïîëîæåíèÿ ìû ïðîâåëè ýêñïåðèìåíòû ïî îäíîâðå-
ìåííîìó âûÿâëåíèþ (ìåòîäîì äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ)
êàê ïðåñèíàïòè÷åñêîé, òàê è ïîñòñèíàïòè÷åñêîé îáëàñòåé
ìèîíåâðàëüíûõ ñèíàïñîâ. Â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ, èìåþ-
ùèõ ðàçíûå ñïåêòðû ñâå÷åíèÿ, âûáðàëè ýíäîöèòîçíûé
êðàñèòåëü FM4-64 (ðèñ. 2, à), ñ îäíîé ñòîðîíû, è TMR-
àëüôà-áóíãàðîòîêñèí (ìåòêó äëÿ ÀÕ-ðåöåïòîðà) — ñ äðó-
ãîé (ðèñ. 2, á). Íà ôîòîãðàôèè (ðèñ. 2, â, ã) ïðåäñòàâëåíû

ñâåòÿùèåñÿ ïÿòíà, îáðàçóþùèå åäèíóþ ñòðóêòóðó ïðè
êîëîêîëèçàöèè ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí. Ýòî ÿâëÿåòñÿ äîêàçà-
òåëüñòâîì âûÿâëåíèÿ ñèíàïòè÷åñêèõ áóòîíîâ õîëèíåðãè-
÷åñêîé ïðèðîäû â ìûøöå äîæäåâîãî ÷åðâÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî êëàñòåðû ÀÕ-ðåöåïòîðîâ íà ïîñòñè-
íàïòè÷åñêîé ìåìáðàíå ñêåëåòíûõ ìûøå÷íûõ âîëîêîí õî-
ëîäíîêðîâíûõ è òåïëîêðîâíûõ ôîðìèðóþòñÿ èñêëþ÷è-
òåëüíî â ìåñòå êîíòàêòà ñ íåðâíûì îêîí÷àíèåì, ïðè ýòîì
ïëîòíîñòü ÀÕ-ðåöåïòîðîâ íàèáîëüøàÿ íà ïîñòñèíàïòè÷å-
ñêèõ ñêëàäêàõ íåïîñðåäñòâåííî íàïðîòèâ ÀÇ íåðâíûõ
îêîí÷àíèé (Âîëêîâ, 1989). Äåíåðâàöèÿ ìûøöû ñíèìàåò
äàííûé çàïðåò (íåéðîòðîôè÷åñêèé êîíòðîëü), è ÀÕ-ðå-
öåïòîðû ðàñïðîñòðàíÿþòñÿ ïî âñåé ïîâåðõíîñòè ìûøå÷-
íîé ìåìáðàíû, ïðè ýòîì ÀÕ-ðåöåïòîðû èìåþò áîëüøåå
âðåìÿ îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ ñâÿçàííîãî ñ íèìè èîííîãî
êàíàëà è ðÿä äðóãèõ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé
(Âîëêîâ, 1989). Ïðèñóòñòâèå ÀÕ-ðåöåïòîðîâ èñêëþ÷è-
òåëüíî íà ëîêàëüíîì ó÷àñòêå ìûøå÷íîé ìåìáðàíû, íàõî-
äÿùåéñÿ â íåïîñðåäñòâåííîì êîíòàêòå ñ ñèíàïòè÷åñêèìè
áóòîíàìè, äàåò îñíîâàíèå ñ÷èòàòü, ÷òî ïðîöåññ êëàñòåðè-
çàöèè ÀÕ-ðåöåïòîðîâ èñêëþ÷èòåëüíî íà ïîñòñèíàïòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíå, òàê æå êàê è ó ïîçâîíî÷íûõ, íàõîäèòñÿ
ïîä íåéðîòðîôè÷åñêèì êîíòðîëåì (Âîëêîâ, 1989).

Ðàíåå íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî â çîíå îäíîãî ñè-
íàïòè÷åñêîãî êîíòàêòà ëîêàëüíî ðåãèñòðèðóþòñÿ îäíî-
âðåìåííî êàê ìèíèìóì 2 ïîïóëÿöèè ìèíèàòþðíûõ âîç-
áóæäàþùèõ ïîñòñèíàïòè÷åñêèõ òîêîâ (ÌÂÏÑÒ), ðàçëè-
÷àþùèõñÿ íà ïîðÿäîê âðåìåíåì îòêðûòîãî ñîñòîÿíèÿ
èîííîãî êàíàëà ÀÕ-ðåöåïòîðà — 1—2 è 8—10 ìñ (Âîëêîâ,
Íóðóëëèí, 2003; Volkov et al., 2007). Àìïëèòóäíî-âðå-
ìåíí*ûå õàðàêòåðèñòèêè ÌÂÏÑÒ íå èçìåíÿþòñÿ ïîä äåé-
ñòâèåì Í- è Ì-õîëèíîáëîêàòîðîâ è àíòèõîëèíýñòåðàçíûõ
âåùåñòâ (Âîëêîâ, Íóðóëëèí, 2005). Ïðè ýòîì Í- èëè
Ì-õîëèíîáëîêàòîðû íå ïðåïÿòñòâóþò ÀÕ-èíäóöèðîâàí-
íîé äåïîëÿðèçàöèè ìûøå÷íîé ìåìáðàíû (Âîëêîâ è äð.,
2001; Volkov et al., 2011). Ìîæíî ïðåäëîæèòü ãèïîòåçó,
ñîãëàñíî êîòîðîé íàëè÷èå ðàçíûõ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ è
ôóíêöèîíàëüíûõ îñîáåííîñòåé ïðåäïîëîæèòåëüíî ðàç-
íûõ òèïîâ êàíàëüíî-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ ÀÕÐ âû-
çâàíî íåäîñòàòî÷íîñòüþ èëè îñîáåííîñòÿìè íåéðîòðîôè-

Èììóíîöèòîõèìè÷åñêàÿ èäåíòèôèêàöèÿ ñèíàïòîòàãìèíà 1, ñèíòàêñèíà 1, Ca
2+
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Ðèñ. 2. Ôëóîðåñöåíöèÿ ìàðêåðà FM4-64 (à) è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà (á) â ìûøå÷íîì ïðåïàðàòå äîæäåâîãî ÷åðâÿ.

â — äâîéíîå îêðàøèâàíèå FM4-64 è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíîì (êîëîêîëèçàöèÿ ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí); ã — óâåëè÷åííàÿ îáëàñòü, çàêëþ÷åííàÿ â ðàì-
êó íà à—â: 1 — TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèí, 2 — êîëîêîëèçàöèÿ ôëóîðåñöåíöèè FM4-64 è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà, 3 — FM4-64; çäåñü è íà

ðèñ. 3—5 öâåòà ôëóîðåñöåíöèè çàìåíåíû òî÷êàìè è øòðèõàìè. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 (à—â) è 1 (ã) ìêì.
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Ðèñ. 3. Ôëóîðåñöåíöèÿ ìàðêåðà ñèíòàêñèíà (à) è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà (á) â ìûøå÷íîì ïðåïàðàòå äîæäåâîãî ÷åðâÿ.

â — äâîéíîå ñâå÷åíèå ñèíòàêñèíà è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà (êîëîêîëèçàöèÿ ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí); ã — óâåëè÷åííàÿ îáëàñòü, çàêëþ÷åííàÿ â ðàìêó
íà à—â: 1 — TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèí, 2 — êîëîêîëèçàöèÿ ôëóîðåñöåíöèè ñèíòàêñèíà 1 è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè —

10 (à—â) è 1 (ã) ìêì.

Ðèñ. 4. Ôëóîðåñöåíöèÿ ñèíàïòîòàãìèíà 1 (à) è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà (á) â ìûøå÷íîì ïðåïàðàòå äîæäåâîãî ÷åðâÿ.

â — êîëîêîëèçàöèÿ ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí ñèíàïòîòàãìèíà 1 è TMR -àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà; ã — óâåëè÷åííàÿ îáëàñòü, çàêëþ÷åííàÿ â ðàìêó íà à—â: 1 —
TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèí, 2 — êîëîêîëèçàöèÿ ôëóîðåñöåíöèè ñèíàïòîòàãìèíà 1 è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 (à—â)

è 1 (ã) ìêì.

Ðèñ. 5. Ôëóîðåñöåíöèÿ ñóáúåäèíèöû àëüôà-1B Ca2+-êàíàëà N-òèïà (à) è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà (á) â ìûøå÷íîì ïðåïàðàòå
äîæäåâîãî ÷åðâÿ.

â — êîëîêîëèçàöèÿ ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí ñóáúåäèíèöû àëüôà-1B Ca2+-êàíàëà N-òèïà è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà; ã — óâåëè÷åííàÿ îáëàñòü, çàêëþ-
÷åííàÿ â ðàìêó íà à—â: 1 — TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèí, 2 — êîëîêîëèçàöèÿ ôëóîðåñöåíöèè ñóáúåäèíèöû àëüôà-1B è TMR-àëüôà-áóíãàðîòîêñèíà,

3 — ñóáúåäèíèöà àëüôà-1B Ca2+-êàíàëà N-òèïà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 10 (à—â) è 1 (ã) ìêì.



÷åñêîãî êîíòðîëÿ íàä ýêñïðåññèåé ñîîòâåòñòâóþùåãî ñå-
ìåéñòâà ãåíîâ ñóáúåäèíèö ÀÕ-ðåöåïòîðà íà óðîâíå òðàíñ-
êðèïöèè èëè ñîçðåâàíèÿ (àëüòåðíàòèâíîãî ñïëàéñèíãà)
ìÐÍÊ (Âîëêîâ, 1989). Â òî æå âðåìÿ èìåþùåãîñÿ íåéðî-
òðîôè÷åñêîãî âëèÿíèÿ äîñòàòî÷íî äëÿ óäåðæàíèÿ ÀÕ-ðå-
öåïòîðà èñêëþ÷èòåëüíî â çîíå ñèíàïòè÷åñêîãî êîíòàêòà.

Îêðàøèâàíèå íåðâíûõ îêîí÷àíèé íà íàëè÷èå ñèíòàê-
ñèíà 1 âûÿâèëî ñâå÷åíèå â âèäå ãðóïïû ïÿòåí (ðèñ. 3, à).
Äàíàÿ ãðóïïà ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí ñõîäíà ñ êëàñòåðàìè ñè-
íàïòè÷åñêèõ áóòîíîâ, âûÿâëÿåìûõ ñ ïîìîùüþ ýíäîöè-
òîçíîãî ìàðêåðà FM1-43 èëè FM4-64. Äëÿ ìàðêèðîâêè
õîëèíåðãè÷åñêèõ ñèíàïñîâ èñïîëüçîâàëè TMR-àëü-
ôà-áóíãàðîòîêñèí. Êàðòèíà îêðàøèâàíèÿ îêàçàëàñü ñõîä-
íîé (ðèñ. 3, á). Ìåòîäîì äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ âûÿâëå-
íû áèïîëÿðíûå ñâåòÿùèåñÿ ïÿòíà (ñèíòàêñèí 1 è
Í-ÀÕ-ðåöåïòîðû). Íà ôîòîãðàôèÿõ (ðèñ. 3, â, ã) ïðåäñòàâ-
ëåíû ïÿòíà, èìåþùèå òîëüêî äâîéíîå îêðàøèâàíèå. Ïî-
õîæèå ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû è â ýêñïåðèìåíòàõ ñ âûÿâëå-
íèåì áåëêà ñèíàïòîòàãìèíà 1. Ñâåòÿùèåñÿ ïÿòíà — ñè-
íàïòîòàãìèí 1 (ðèñ. 4, à) è Í-ÀÕ-ðåöåïòîðû (ðèñ. 4, á).
Íàêîíåö, ìåòîä äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ âûÿâèë ñâåòÿùèå-
ñÿ ïÿòíà ñ äâîéíûì ñîâìåùåííûì îêðàøèâàíèåì (ðèñ. 4,
â, ã). Ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü îä-
íîçíà÷íûé âûâîä î íàëè÷èè â ñèíïòè÷åñêèõ áóòîíàõ âàæ-
íåéøèõ áåëêîâ, êîíòðîëèðóþùèõ ýíäî-ýêçîöèòîçíûé âå-
çèêóëÿðíûé öèêë, òàêèõ êàê ñèíòàêñèí 1 (Acuado et al.,
1999) è ñèíàïòîòàãìèí 1 (Cooper et al., 1995).

Â ñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ âûÿâëÿëè â íåðâíûõ
îêîí÷àíèÿõ ñóáúåäèíèöó àëüôà-1Â Ñà2+-êàíàëà N-òèïà
(Nurullin et al., 2011). Ïðèìåíåíèå ñïåöèôè÷åñêèõ àíòè-
òåë ïðèâåëî ê ïîÿâëåíèþ ñâåòÿùèõñÿ ïÿòåí íà ïðåïàðàòå
ìûøöû äîæäåâîãî ÷åðâÿ. Ñâåòÿùèåñÿ ïÿòíà îáðàçîâûâà-
ëè ãðóïïó, ñõîäíóþ ñ òîé, ÷òî ìû ïîëó÷èëè ïðè âûÿâëå-
íèè áåëêîâ ñèíòàêñèíà è ñèíàïòîòàãìèíà íåðâíûõ îêîí-
÷àíèé (ðèñ. 5, à). Îêðàñêà íà íàëè÷èå Í-ÀÕ-ðåöåïòîðà
ïîêàçàíà íà ðèñ. 5, á. Äâîéíîå îêðàøèâàíèå âûÿâèëî
ñòðóêòóðû ñ áèïîëÿðíûì ñâå÷åíèåì (ðèñ. 5, â). Íà ôîòî-
ãðàôèè (ðèñ. 5, ã) ïðåäñòàâëåíû ïÿòíà, èìåþùèå äâîéíîå
îêðàøèâàíèå. Ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçûâàþò
íàëè÷èå ýêñïðåññèè ñóáúåäèíèöû àëüôà-1Â Ñà2+-êàíàëà â
õîëèíåðãè÷åñêèõ ñèíàïñàõ ñîìàòè÷åñêîé ìûøöû äîæäå-
âîãî ÷åðâÿ. Èçâåñòíî, ÷òî êîìïëåêñ áåëêîâ, îáåñïå÷èâàþ-
ùèõ ýêçî-ýíäîöèòîçíûé öèêë ïðè ñåêðåöèè ìåäèàòîðà,
âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ ñèíòàêñèíû, ñèíàïòîòàãìèíû è
Ñà2+-êàíàëû, ðàñïîëàãàåòñÿ â îáëàñòÿõ ÀÇ.

ÀÇ íåðâíûõ îêîí÷àíèé ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñïåöèà-
ëèçèðîâàííûå ó÷àñòêè, ïðèñïîñîáëåííûå äëÿ ìíîãîôàê-
òîðíîãî ðåãóëèðîâàíèÿ âûñâîáîæäåíèÿ ìåäèàòîðà ïî-
ñðåäñòâîì ýêçîöèòîçà (Çåôèðîâ, Ïåòðîâ, 2010). Òàê, â
íåðâíûõ îêîí÷àíèÿõ ëÿãóøêè òåððèòîðèÿ ÀÇ èìååò
0.1 ìêì â øèðèíó è 1—2 ìêì â äëèíó (ñêëàäêà ÀÇ èäåò
ïîïåðåê íåðâíîé âåòî÷êè), à ðàññòîÿíèå ìåæäó ñîñåäíè-
ìè ÀÇ ñîñòàâëÿåò îêîëî 1—2 ìêì (Harlow et al., 2001; Çå-
ôèðîâ è äð., 2003; Evans, Zamponi, 2006). Íåðâíûå òåðìè-
íàëè ìûøè èìåþò âûïÿ÷èâàíèÿ (ñèíàïòè÷åñêèå áóòîíû)
øèðèíîé 2—3 ìêì è ñîäåðæàò 10—20 ÀÇ (Slater, 2008;
Nagwaney et al., 2009). Ñâå÷åíèå áåëêîâ ñèíòàêñèíà, ñè-
íàïòîòàãìèíà è Ñà2+-êàíàëîâ çàíèìàåò ïðèìåðíî òàêóþ
æå ïëîùàäü, êàê è ñèíàïòè÷åñêèå áóòîíû íåðâíûõ îêîí-
÷àíèé, âûÿâëÿåìûå ñ ïîìîùüþ ýíäîöèòîçíîãî êðàñèòåëÿ
FM1-43 èëè FM4-64. Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå ìàëûå ðàç-
ìåðû ñèíàïòè÷åñêèõ áóòîíîâ, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ïðåñèíàïòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà ñîäåðæèò îãðàíè÷åííîå ÷èñ-
ëî ÀÇ. Ñà2+-ñåíñîð â íåðâíî-ìûøå÷íûõ ñèíàïñàõ äîæäå-
âîãî ÷åðâÿ ðàáîòàåò ïî ïðèíöèïó «âñå èëè íè÷åãî» (Âîë-

êîâ è äð., 2011). Äàííîå îáñòîÿòåëüñòâî ìîæåò óêàçûâàòü
íà òåñíóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ ñâÿçü ìåæäó Ñà2+-êàíàëàìè,
Ñà2+-ñåíñîðíûìè áåëêàìè è ñàéòàìè ýêçîöèòîçà â ÀÇ
(Meir et al., 1999).

Ïðîâåäåííûå ýêñïåðèìåíòû ïîçâîëÿþò ïðèéòè ê ñëå-
äóþùåìó çàêëþ÷åíèþ. Â ìîòîíåéðîíàõ, èííåðâèðóþùèõ
ñîìàòè÷åñêèå ìûøå÷íûå êëåòêè äîæäåâîãî ÷åðâÿ, ýêñï-
ðåññèðóþòñÿ áåëêè ñèíòàêñèí 1, ñèíàïòîòàãìèí 1 è ñóáú-
åäèíèöà àëüôà-1Â Ñà2+-êàíàëà N-òèïà. Âñå îíè âõîäÿò â
ñîñòàâ ÀÇ ñèíàïòè÷åñêèõ áóòîíîâ. ×èñëî ÀÇ â ñèíàïòè÷å-
ñêèõ áóòîíàõ ðåçêî îãðàíè÷åííî ââèäó èõ ìàëûõ ðàçìå-
ðîâ (1—2 ìêì). Ïîñòñèíàïòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà õîëèíåðãè-
÷åñêèõ ñèíàïñîâ ñîäåðæèò ÀÕ-ðåöåïòîðû Í-òèïà, êîòî-
ðûå ñïîñîáíû ñâÿçûâàòüñÿ ñ àëüôà-áóíãàðîòîêñèíîì.
Ëîêàëèçàöèÿ ÀÕ-ðåöåïòîðà ñòðîãî îãðàíè÷åíà çîíîé ñè-
íàïòè÷åñêîãî êîíòàêòà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé.
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IMMUNOCYTOCHEMICAL IDENTIFICATION OF SYNAPTOTAGMIN 1, SYNTAXIN 1,

N-TYPE Ca2+-CHANNEL AND NICOTINIC CHOLINORECEPTOR IN MOTOR NEUROMUSCULAR

JUNCTIONS OF EARTHWORM SOMATIC MUSCLE LUMBRICUS TERRESTRIS
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The somatic muscle of earthworm contains myoneural synapses forming clusters of «synaptic buttons». In
these «buttons», the proteins syntaxin 1, synaptotagmin 1 and alpha 1B subunit of the Ca2+-channel of N-type
were identified. We suppose that «synaptic buttons» contain a limited number of active zones due to their small
size (1—2 mm) and the pattern of distribution of proteins of exo-endocytotic cycle. The postsynaptic membrane
of cholinetgic synapses contains nicotinic acetylcholine receptors capable to bind alpha-bungarotoxin. The area
of location of receptors on postsynaptic membrane is strictly limited to the region of synaptic contact.

K e y w o r d s: myoneural synapses, syntaxin, synaptotagmin, Ca2+-channel, receptor to acetylcholine, eart-
hworm.
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