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В мышечных клетках двигательной мышцы дождевого червя Lumbricus terrestris методами флуо-
ресцентной микроскопии определены белки дистрофин, актин, быстрые и медленные изоформы 
тяжелых цепей миозина. Можно думать, что экспрессия этих белков осуществлялась на самых ран-
них этапах эволюционного формирования внутриклеточного сократительного аппарата двигатель-
ной ткани как у беспозвоночных, так и у позвоночных животных. Данное исследование позволит 
дополнить картину эволюционного формирования двигательной мышечной ткани.
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Белок дистрофин с молекулярной массой 
в 427 кДа широко представлен как в мышечной, 
так и нервной тканях позвоночных (Florczyk-
Soluch et al., 2021; Sadoulet-Puccio, Kunkel, 1996). 
Подобный ему белок с массой в 140 кДа при-
сутствует в аналогичных тканях морской пиявки 
Pontobdella muricata (Royuela et al., 1999, 2001).

Дистрофин стабилизирует сарколемму, прикре-
пляя внеклеточный матрикс к цитоскелету через 
F-актин и ряд других дистрофин-ассоциирован-
ных белков (Wilson et al., 2022). Показано, что 
дистрофин-ассоциированные белки вовлечены 
в процессы внутриклеточной сигнализации с уча-
стием нейрональной NO-синтазы, фосфоинози-
толтрифосфата 2 и кальмодулина (Pilgram et al., 
2010). Кроме того, дистрофин-ассоциированные 
белки необходимы для кластеризации рецепторов 
нейротрансмиттеров и ионных каналов, а также 
поддержания внутриклеточного гомеостаза Ca2+ 
(Pilgram et al., 2010).

Основными моторными белками в соматиче-
ских мышцах, обеспечивающими их сократитель-
ную функцию, являются молекулы актина и мио-

зина (Sweeney, Holzbaur, 2018). Последние состоят 
из легких и тяжелых цепей (Lowey et al., 1993). 
У морской полихеты Urechis unicinctus обнаружи-
ваются легкие и тяжелые цепи миозина (Kanzawa 
et al., 1991).

Легкие цепи миозина относятся к большому 
семейству Са2+-связывающих белков (Nieznanski 
et al., 2003). У беспозвоночных увеличение внутри-
клеточной концентрации Са2+ приводит к связы-
ванию этих ионов с легкими цепями миозина и за-
пуску каскада биохимических реакций. Так, актин 
взаимодействуя с миозиновой АТФазой приводит 
к гидролизу АТФ, что и запускает сокращение 
тяжелых цепей миозина (Fromherz, Szent-Györgyi, 
1995). При этом главными сократительными бел-
ками толстых мышечных филаментов выступают 
именно тяжелые цепи миозина (Wells et al., 1996). 
Известно, что в соматической мускулатуре пред-
ставлены быстрые и медленные изоформы тяже-
лых цепей миозина (Hooper, Thuma, 2005).

Актин играет важную роль в физиологических 
процессах, связанных с внутриклеточным Са2+. 
Актиновый цитоскелет модулирует вход Са2+ че-
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рез мембранные лиганд- и потенциал-активиру-
емые Са2+-каналы. Освобождение Са2+ из эндо-
плазматического ретикулума при участии IP3- и 
рианодиновых рецепторов модулируется полиме-
ризацией и деполимеризацией актина (Wang et 
al., 2002). F-актин мышечной системы хорошо 
охарактеризован у представителей класса полихет 
(Filippova et al., 2006, 2010; Rüchel, Müller, 2007; 
Han et al., 2020). Следует отметить, что прямые 
доказательства присутствия дистрофина, актина и 
миозина в мышечных клетках соматической мыш-
цы олигохет к настоящему времени отсутствуют.

С учетом изложенного целью настоящей ра-
боты стало иммунофлуоресцентное определение 
белков дистрофина, актина, легких и тяжелых изо-
форм миозина в мышечных клетках эволюционно 
первичной двигательной мускулатуры олигохеты 
Lumbricus terrestris.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Для приготовления препарата, дождевого чер-

вя Lumbricus terrestris разрезали сбоку по всей 
длине, отрезали головной и хвостовой концы, 
червя раскрывали и удаляли внутренние орга-
ны и перегородки между сегментами (Volkov et 
al., 2000). Далее фрагменты кожно-мускульного 
мешка дождевого червя длиной 10–15 сегмен-
тов закрепляли с помощью иголок на дне чашек 
Петри, залитых смолой Sylgard, и перфузировали 
раствором Древеса–Пакса (состав в мМ: 77 NaCl, 
4 KCl, 43 Na2SO4, 6 CaCl2, 2 триса, 167 сахарозы, 
pH 7.4) около 30 мин при комнатной температу-
ре (22±1 С). Затем в течение 30 мин препараты 
фиксировали в 2%-ном растворе p-формальдегида, 
отмывали 3 раза по 30 мин в фосфатном буферном 
растворе. Препарат последовательно инкубирова-
ли 30 мин в 0.5%-ном растворе Тритона X-100, 
15 мин в растворе, содержащем 5% нормальной 
козьей сыворотки, 1% бычьего сывороточного 
альбумина и 0.5% Тритона X-100 и еще 15 мин 
в растворе 1%-ного бычьего сывороточного альбу-
мина и 0.5%-ного Тритона X-100 (раствор А). Все 
эти растворы были приготовлены на фосфатно-
солевом буфере.

Далее препараты инкубировали в течение 12 ч 
при температуре 4 С в растворе А с поли- и мо-
ноклональными антителами к дистрофину, бы-
стрым и медленным изоформам тяжелых цепей 
миозина (все в разведении 1:100). Антитела к бы-
стрым и медленным изоформам тяжелых цепей 
миозина были выработаны в кролике и мыши, что 

позволяло проводить двойное иммуномечение ис-
следуемых белков. Препараты отмывали в раство-
ре А 3 раза по 30 мин. и инкубировали 1 ч при 
комнатной температуре с соответствующими вто-
ричными антителами, конъюгированными с Alexa 
488 или 647 (разведение 1:200) в растворе А.

Для подтверждения специфичности связыва-
ния антител с соответствующими белками прово-
дили контрольные эксперименты. Для негативно-
го контроля препарат инкубировали с вторичными 
антителами без предшествующей инкубации с пер-
вичными антителами. Для позитивного контроля 
проводили предварительную часовую инкубацию 
первичных антител с иммуногенным пептидом 
(в соотношении 1:10), на который вырабатывались 
первичные антитела. Затем в полученном раство-
ре первичных антител с иммуногенным пептидом 
инкубировали препараты (Li et al., 2016). Отсут-
ствие мечения антителами в контрольных экспе-
риментах указывает на специфичность связывания 
антител с соответствующими пептидами.

Для окрашивания F-актина использовали ток-
син фаллоидин, конъюгированный с тетраме-
тилродамином (ТМР) в концентрации 10 мкМ. 
Мечение клеточных ядер проводили в присутствии 
красителя DAPI (4,6-диамидино-2-фенилиндол) 
при концентрации 5 мкМ.

После отмывки в фосфатном буфере препараты 
помещали в раствор фосфатного буфера с глице-
рином (1:1) и размещали на предметном стекле 
для проведения микроскопического исследования 
на лазерном сканирующем конфокальном ми-
кроскопе Leica TCS SP5 MP (Leica Microsystems, 
США) с применением масляно-иммерсионно-
го объектива 63×/1.4. Для возбуждения эмис-
сии флуорофоров применяли мультифотонный, 
Ar и He-Ne лазеры. Длины волн возбуждения: 
для флуорофоров Alexa 488 — 488, ТМР — 543, 
Alexa 647 — 633, DAPI — 340 нм. Анализ полу-
ченных конфокальных изображений проводили в 
программе ImageJ (NIH, США).

Использовали следующие реактивы: p-фор-
мальдегид, трис, фосфатный буфер (137 NaCl, 
2.7 KCl, 4.3 Na2SO4, 1.4 KH2PO4, pH 7.2), Тритон 
X-100, нормальную козью сыворотку, бычий сыво-
роточный альбумин, ТМР-фаллоидин, DAPI, гли-
церин (Sigma-Aldrich, США); первичные кроличьи 
поликлональные антитела к дистрофину (ab85302; 
Abcam, Великобритания); первичные кроличьи 
поликлональные антитела к быстрой изоформе 
тяжелой цепи миозина (ab91506; Abcam, Велико-
британия); первичные мышиные моноклональные 
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антитела к медленной изоформе тяжелой цепи 
миозина (ma1064; Bosterbio, США); иммуноген-
ные пептиды, соответствующие поли- и монокло-
нальным антителам (Abcam, Bosterbio); антитела 
вторичные конъюгированные с Alexa 488 или Alexa 
647 (Invitrogen, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Установлено, что антитела, выработанные про-

тив белка дистрофина позвоночных, способны ме-
тить также и дистрофин в соматических мышцах 
аннелид (Royuela et al., 2001). В экспериментах мы 
окрашивали мышечные препараты дождевого чер-
вя антителами против дистрофина позвоночных.

На изображениях видно, что дистрофин при-
сутствует во всех областях мышечной ткани, 
причем имеются участки с бледным (рис. 1, стрел-
ки вниз) и более интенсивным (рис. 1, стрелки 
вверх) окрашиваниями.

Таким образом, белок дистрофин широко 
представлен в мышечных клетках двигательной 
мышцы дождевого червя. Можно думать, что 
структурно и функционально он близок к свое-
му аналогу в мышечной ткани высших хордовых 
и беспозвоночных. Последнее говорит в пользу 
того, что этот белок является обязательным и 
функционально важным компонентом моторных 

мышечных клеток начиная с наиболее ранних 
этапов филогенетического развития двигательной 
мускулатуры животных.

Токсин фаллоидин, выделенный из гриба Ama-
nita phalloides специфически связывается с фи-
бриллярным F-актином (Dancker et al., 1975). Мы 
окрашивали мышечные препараты фаллоидином, 
меченым флуоресцентным красителем, и краси-
телем DAPI (с родством к ядерной ДНК).

Аппликация флуоресцентномеченого фаллои-
дина выявила непрерывное окрашивание мышеч-
ных филаментов по всей их длине (рис. 2а). Та-
ким образом, актиновый цитоскелет присутствует 
во всех частях мышечных клеток. Окрашивание 
DAPI выявило типичные интерфазные клеточные 
ядра с гетеро- и эухроматином (рис. 2б). На на-
ших изображениях видно, что каждой мышечной 
клетке принадлежит одно или два клеточных ядра 
(рис. 2в,  г). Этот факт подтверждает, что сомати-
ческая мускулатура дождевого червя состоит из 
мышечных клеток (рис. 2), в отличие от муску-
латуры позвоночных, содержащей мышечные во-
локна, что согласуется с данными из литературы 
(Давид, 1990; Cadot et al., 2015).

Препараты дождевого червя метили антителами 
на быстрые и медленные изоформы тяжелых цепей 
миозина и наблюдали характерную косую исчер-
ченность окрашивания мышечных клеток (рис. 3).

Были выявлены обе изоформы миозинов 
(рис.  3а, б). При этом такое окрашивание во 
многом совпадало, но в некоторых участках 
окрашивание на медленную изоформу находи-
лось между участками, окрашенных на быструю 
изоформу (см. рис. 3в). Высокая специфичность 
связывания антител при мечении на быструю изо-
форму тяжелых цепей миозина позволила сделать 
более детальный снимок. Можно видеть, что бло-
ки миофибрилл состоят из более мелких фила-
ментов (рис. 4).

Таким образом, проведенные исследования по-
казали наличие белков дистрофина, актина, бы-
стрых и медленных изоформ тяжелых цепей мио-
зина в мышечных клетках двигательной мышцы 
дождевого червя.

Согласно данным литературы, экспрессия 
дистрофина, актина и миозина обнаруживается 
у самого широкого круга представителей живот-
ного мира, включая хордовых, членистоногих и 
нематод (Meedel, 1983; Miller et al., 1983; Roberts, 
Bobrow, 1998; Giugia et al., 1999; Lovato et al., 2001; 
Mercer et al., 2011; Ono, Pruyne, 2012).

Рис. 1. Окрашивание препарата соматических 
мышечных клеток дождевого червя антителами 
к дистрофину. Стрелки вниз и вверх указывают 
соответственно на участки препарата с бледным 
окрашиванием и на районы с более интенсивным 
окрашиванием. Масштабная линейка: 20 мкм.
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Рис. 2. Двойное окрашивание препарата соматических мышечных клеток дождевого червя на F-актин фаллои-
дином, меченым флуоресцентным красителем, и DAPI для выявление ядер клеток: а — окрашивание ТМР-фал-
лоидином; б — окрашивание DAPI; в — наложение изображений а и б; г — увеличенная область изображения 
в. Масштабная линейка: 20 мкм.

Рис. 3. Выявление быстрой и медленной изоформ тяжелых цепей миозина в препарате соматических мышечных 
клеток дождевого червя при двойном флуоресцентном окрашивании антителами: а — окрашивание антителами 
на быструю изоформу тяжелых цепей миозина (зеленый цвет); б — окрашивание антителами на медленную изо-
форму тяжелых цепей миозина (красный цвет); в — наложение изображений а и б. Масштабная линейка: 20 мкм.
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Можно думать, что экспрессия этих белков 
осуществлялась на самых ранних этапах эволю-
ционного формирования внутриклеточного со-
кратительного аппарата двигательной ткани как 
у беспозвоночных, так позвоночных животных. 
Проведенное исследование позволит дополнить 
картину эволюционного формирования двигатель-
ной мышечной ткани.
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IMMUNOFLUORESCENT IDENTIFICATION OF DYSTROPHIN, 
ACTIN, MYOSIN LIGHT AND HEAVY CHAINS IN SOMATIC 

MUSCLE CELLS OF EARTHWORM Lumbricus terrestris
L. F. Nurullina, b, *, E. M. Volkova, **
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In muscle cells of the motor muscles of the earthworm Lumbricus terrestris dystrophin, actin, fast and 
slow isoforms of myosin heavy chains were identified by fluorescence microscopy. It can be assumed that 
the expression of these proteins was carried out at the earliest stages of the evolutionary formation of the 
intracellular contractile apparatus of the motor tissue in both invertebrates and vertebrates. This study will 
complement the picture of the evolutionary formation of motor muscle tissue.
Keywords: dystrophin, actin, myosin, somatic muscle, annelids


