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Методами флуоресцентной конфокальной микроскопии показано присутствие в соматической
мышце дождевого червя Lumbricus terrestris семейства белков септинов типов 2, 3, 5, 7 и 9. У септинов
типов 2 и 9 отсутствует их специфическая  концентрация в зоне холинергического синапса, тогда
как септины типов 3 и 5 и особенно типа 7 имеют количественно выраженную привязку по своей
локализации к зоне двигательной концевой пластинки. Предполагается, что септины типов 3 и 5 и,
прежде всего, типа 7 могут быть участниками в механизмах модуляции квантовой секреции
медиатора.
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Высококонсервативные ГТФ-связывающие
белки семейства септинов широко представлены
в клеточных структурах, начиная с простейших
одноклеточных организмов и заканчивая высши-
ми позвоночными животными [1]. Являясь обя-
зательными компонентами микротрубочкового
цитоскелета, они участвуют в поддержании фор-
мы клеток, ее полярности, цитокинезе, внутри-
клеточных транспортных процессах [2]. Следует
особо подчеркнуть участие белков данного
семейства в синаптическом везикулярном транс-
порте [3]. Необходимо также отметить, что септи-
ны играют важную роль в регуляции внутри-
клеточного Са2+-гомеостаза [4]. Последние ока-
зывают модулирующее влияние на входящий
кальциевый ток через депо-управляемые Са2+-
каналы, известные как Orai-каналы плазматиче-
ской мембраны [5, 6]. Таким образом, показана
роль септинов в механизмах везикулярного цикла
квантовой секреции медиатора как в межнейро-
нальных, так и периферических нервно-мышеч-

ных синапсах [7, 8]. Соматическая мышца дожде-
вого червя содержит возбуждающие холинерги-
ческие синапсы [9]. Квантовая секреция
ацетилхолина осуществляется Са2+-управляемым
механизмом синаптического везикулярного цик-
ла [10]. В настоящее время отсутствуют данные о
присутствии белков семейства септинов в нерв-
но-мышечных синапсах соматической мышцы
дождевого червя и, следовательно, неизвестна их
возможная роль в процессах квантовой секреции
медиатора. Важно подчеркнуть, что тип Annelida,
к которому относится дождевой червь, является
филогенетически древней группой животных
[11]. У представителей этого типа впервые эволю-
ционно возникали способности активного управ-
ления движением соматической мускулатуры при
участии ГАМК- и холинергической иннервации
[9, 12, 13].  Таким образом, целью настоящей ра-
боты стало определение методом иммунофлуо-
ресцентной конфокальной микроскопии белков
семейства септинов в зоне нервно-мышечных хо-
линергических синапсов соматической мышцы
дождевого червя.

Сокращения: АХР – ацетилхолиновые рецепторы, ТМР-α-Б –
тетраметилродамин-α-бунгаротоксин.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для приготовления препарата дождевого чер-
вя Lumbricus terrestris разрезали сбоку по всей дли-
не, отрезали головной и хвостовой концы, рас-
крывали, удаляли внутренние органы и перего-
родки между сегментами [14]. Далее фрагменты
кожно-мускульного мешка дождевого червя дли-
ной 10–15 сегментов закрепляли с помощью иго-
лок на дне чашек Петри, залитых смолой Sylgard,
и перфузировали раствором Древеса–Пакса (со-
став в мМ: NaCl – 77, KCl – 4, Na2SO4 – 43,
CaCl2 – 6, Трис – 2, сахароза – 167, pH 7.4) около
30 мин при комнатной температуре (22 ± 1°С).
Затем в течение 30 мин препараты фиксировали в
2%-м растворе p-формальдегида и отмывали 3 ра-
за по 30 мин в фосфатном буфере. Препарат
последовательно инкубировали в 0.5%-м рас-
творе Тритона X-100 30 мин, в растворе, содержа-
щем 5% нормальной козьей сыворотки, 1% бы-
чьего сывороточного альбумина и 0.5% Тритона
X-100 – 15 мин и еще 15 мин в растворе 1% бычье-
го сывороточного альбумина и 0.5% Тритона
X-100 (раствор А). Все эти растворы были приго-
товлены на фосфатном буфере.

Далее препараты инкубировали в течение 12 ч
при температуре 4°С в растворе А с поликлональ-
ными антителами к септинам 2, 3, 5, 7, 9 и синап-
тофизину (все в разведении 1 : 100). Антитела к
септинам 2, 3, 5, 7, 9 и синаптофизину были выра-
ботаны в кролике и козе, что позволяло прово-
дить двойное иммуномечение исследуемых бел-
ков. Препараты отмывали в растворе А 3 раза по
30 мин и инкубировали 1 ч при комнатной темпе-
ратуре с соответствующими вторичными антите-
лами, конъюгированными с Alexa 488 или 647
(разведение 1 : 200) в растворе А. Для подтвер-
ждения специфичности связывания антител с со-
ответствующими белками проводили контроль-
ные эксперименты. Для негативного контроля
препарат инкубировали с вторичными антитела-
ми без предшествующей инкубации с первичны-
ми антителами. Для позитивного контроля про-
водили инкубацию препарата с первичными ан-
тителами в присутствии иммуногенного пептида,
на который вырабатывались первичные антитела.
Отсутствие мечения антителами в контрольных
экспериментах указывает на специфичность свя-
зывания антител с соответствующими пептида-
ми. Мечение постсинаптических никотиновых
ацетилхолиновых рецепторов (АХР) проводили с
помощью тетраметилродамин-α-бунгаротокси-
на (ТМР-α-Б, 20 мкг/мл) в течение 50 мин.

После отмывки в фосфатном буфере препара-
ты помещали в раствор фосфатного буфера с гли-

церином (1 : 1) и размещали на предметном стек-
ле для проведения микроскопического исследо-
вания на лазерном сканирующем конфокальном
микроскопе Leica TCS SP5 MP (Leica Microsys-
tems, США) с применением масляно-иммерси-
онного объектива 63×/1.4. Для возбуждения
эмиссии флуорофоров применялся Ar- и He–Ne-
лазеры. Длины волн возбуждения: для флуорофо-
ров Alexa 488 – 488 нм, ТМР – 543 нм, Alexa 647 –
633 нм. Анализ полученных конфокальных изоб-
ражений проводили в программе ImageJ (NIH,
США).

Использовали следующие реактивы: p-фор-
мальдегид, Трис, фосфатный буфер (137 мМ NaCl,
2.7 мМ KCl, 4.3 мМ Na2SO4, 1.4 мМ KH2PO4,
pH 7.2), Тритон X-100, нормальную козью
сыворотку, бычий сывороточный альбумин,
ТМР-α-Б, глицерин (Sigma-Aldrich, США); пер-
вичные кроличьи поликлональные антитела к
септинам 2, 3, 5, 7, 9 (Cohesion Biosciences, Вели-
кобритания); первичные кроличьи поликлональ-
ные антитела к синаптофизину (Abcam, Велико-
британия); иммуногенные пептиды, соответству-
ющие поликлональным антителам; антитела
вторичные конъюгированные с Alexa 488 или Al-
exa 647 (Invitrogen, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Мечение мышечного препарата иммунофлуо-
ресцентными антителами против септина 2 типа
показало диффузное присутствие данного белка
как в синаптической, так и во внесинаптической
зонах (рис. 1). Эти данные говорят об отсутствии
значимой специфической концентрации септина
2 типа в зоне холинергического нервно-мышеч-
ного контакта. Выявление септина 3 типа показа-
ло иную картину. Так, мечение антителами пре-
парата на данный вариант белка септина значи-
тельно перекрывалось с окрашиванием на
нейрональный белок синаптофизин и АХР пост-
синаптической мембраны, хотя в последнем слу-
чае несколько в меньшей степени (рис. 2). Следо-
вательно, септин 3 типа демонстрирует четко вы-
раженную связь по своей локализации с зоной
холинергического синапса, что может указывать
на его возможную функциональную роль в меха-
низмах нервно-мышечной передачи возбужде-
ния. Эксперименты с антителами к белку септину
5 типа показали следующую картину. Как и в слу-
чае с септином 3 типа, окрашивание на септин
5 типа перекрывалось с окрашиванием на синап-
тофизин и АХР (рис. 3). Однако такое окрашива-
ние было менее насыщенным. Более того, в неко-
торых участках оно не сопрягалось с метками,
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Рис. 1. Флуоресцентное тройное окрашивание препарата соматических мышечных волокон дождевого червя Lumbri-
cus terrestris. (а) – Окрашивание антителами септина 2 (зеленый цвет); (б) – окрашивание антителами к
пресинаптическому белку синаптофизину (красный цвет); (в) – окрашивание ТМР-α-Б постсинаптических
никотиновых АХР (желтый цвет); (г) – наложение изображений (а) и (б); (д) – наложение изображений (а) и (в); (е) –
наложение изображений (а), (б) и (в). Масштабная линейка: 20 мкм.

Рис. 2. Выявление септина 3 при флуоресцентном тройном окрашивании препарата соматических мышечных
волокон дождевого червя. (а) – Окрашивание антителами септина 3 (зеленый цвет); (б) – окрашивание антителами к
пресинаптическому белку синаптофизину (красный цвет); (в) – окрашивание постсинаптических никотиновых АХР
при помощи ТМР-α-Б (желтый цвет); (г) – наложение изображений (а) и (б); (д) – наложение изображений (а) и (в);
(е) – наложение изображений (а), (б) и (в). Масштабная линейка: 20 мкм.
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Рис. 3. Наличие септина 5 при тройном флуоресцентном окрашивании препарата соматических мышечных волокон
дождевого червя. (а) – Окрашивание антителами септина 5 (зеленый цвет); (б) – окрашивание антителами к
пресинаптическому белку синаптофизину (красный цвет); (в) – окрашивание ТМР-α-Б постсинаптических
никотиновых АХР (желтый цвет); (г) – наложение изображений (а) и (б); (д) – наложение изображений (а) и (в); (е) –
наложение изображений (а), (б) и (в). Масштабная линейка: 20 мкм.

Рис. 4. Обнаружение септина 7 при флуоресцентном тройном окрашивании препарата соматических мышечных
волокон дождевого червя. (а) – Окрашивание антителами септина 7 (зеленый цвет); (б) – окрашивание антителами к
пресинаптическому белку синаптофизину (красный цвет); (в) – окрашивание ТМР-α-Б постсинаптических
никотиновых АХР (желтый цвет); (г) – наложение изображений (а) и (б); (д) – наложение изображений (а) и (в); (е) –
наложение изображений (а), (б) и (в). Масштабная линейка: 20 мкм.
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привязанными к зоне нервно-мышечного кон-
такта. Таким образом, картина локализации бел-
ка септина 5 типа не столь однозначна, как в слу-
чае с септином 3 типа. Наибольшую связь по сво-
ей локализации с зоной холинергического
синапса показало мечение антителами на белок
септин 7 типа, поскольку оно полностью повто-
ряло окрашивание на синаптофизин и АХР мы-
шечной мембраны (рис. 4). Выявление белка сеп-
тина 9 типа показало прямо противоположную
картину в сравнении с септином 7 типа. Свечение
на септин 9 типа не перекрывалось с мечением на
синаптофизин и АХР концевой пластинки
(рис. 5). 

Проведенные эксперименты позволяют утвер-
ждать следующее. В мышечном препарате сома-
тической мышцы дождевого червя методами кон-
фокальной иммунофлуоресцентной микроско-
пии выявляются белки семейства септинов 2, 3, 5,
7 и 9 типов. Окрашивание септинов 2 и 9 типов не
выявило их специфического присутствия в зоне
холинергического синапса. Таким образом, нель-
зя говорить об их возможной существенной роли

в процессах передачи возбуждающего сигнала на
двигательную мышцу дождевого червя. С другой
стороны, септины 3, 5 и 7 типов имеют количе-
ственно выраженную привязку по своей локали-
зации к зоне концевой пластинки холинергиче-
ского синапса. Наиболее выраженную такую
связь имеет септин 7 типа, наименьшую – септин
5 типа. Можно выдвинуть гипотезу, что септины
3 и 5 типов и особенно 7 типа могут участвовать в
модуляции входящих Са2+ токов [4–6], а также
иных процессах везикулярного цикла в двига-
тельных синапсах аннелид, как это показано для
животных других видов [8, 15–18]. Полученные
данные существенно дополняют картину струк-
турно-функциональной организации холинерги-
ческого нервно-мышечного синапса соматиче-
ской мышцы кольчатых червей.
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Рис. 5. Выявление септина 9 при флуоресцентном тройном окрашивании препарата соматических мышечных
волокон дождевого червя. (а) – Окрашивание антителами септина 9 (зеленый цвет); (б) – окрашивание антителами к
пресинаптическому белку синаптофизину (красный цвет); (в) – окрашивание ТМР-α-Б постсинаптических
никотиновых АХР (желтый цвет); (г) – наложение изображений (а) и (б); (д) – наложение изображений (а) и (в); (е) –
наложение изображений (а), (б) и (в). Масштабная линейка: 20 мкм.
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 The Presence of Septin Proteins in the Neuromuscular Junction of Somatic Muscle 
in the Earthworm Lumbricus terrestris

 L.F. Nurullin*, ** and E.M. Volkov**

*Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics, Kazan Scientific Center of the Russian Academy of Sciences,
ul. Lobatchevskogo 2/31, Kazan, 420111 Russia

**Kazan State Medical University, ul. Butlerova 49, Kazan, 420012 Russia

Using fluorescent confocal microscopy it has been shown that proteins belonging to the septin family such as
Septin 2, 3, 5, 7, and 9 are present in the somatic muscle of the earthworm Lumbricus terrestris. Septins 2 and
9 are associated with the lack of their specific concentrations in a cholinergic synapse, while septins 3, 5, and
especially 7 levels correlate with quantitatively expressed binding in their localization to the motor end plate.
It is assumed that Septins 3, 5 and, mostly, 7 can be involved in the mechanisms of modulation of quantal
release of neurotransmitters.

Keywords: neuromuscular junction, somatic muscle, annelids, septins




