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Методами флуоресцентной и конфокальной микроскопии в соматической мышце дождевого червя Lum-
bricus terrestris идентифицированы следующие субъединицы α1 потенциал-зависимых Са2+-каналов: α1S,
α1C, α1D, α1F каналов типов CaV1.1–1.4; α1А канала типа CaV2.1; α1Е канала типа CaV2.3 и α1G, α1I, α1H
канала типов CaV3.1–3.3, а также определен белок экзо-эндоцитозного цикла синаптических везикул си-
наптофизин. Пресинаптическая мембрана холинергических синапсов содержит потенциал-зависимые
Са2+-каналы типов CaV1.1, CaV1.2 (в состав которых входят субъединицы α1S и α1C), CaV2.1 (с субъединицей
α1A), CaV2.3 (с субъединицей α1E), CaV3.2 и CaV3.3 (с субъединицами α1H, α1I), тогда как Са2+-каналы
CaV1.3 и CaV1.4 (имеющие субъединицы α1D, α1F) и каналы CaV3.1 (с субъединицей α1G) преимуществен-
но входят в состав мышечных мембран.

Ключевые слова: потенциал-зависимые Са2+-каналы, изоформы субъединицы α1, соматическая мышца,
холинергические синапсы, аннелиды
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Ключевым моментом в процессе запуска везику-
лярного цикла синаптических пузырьков, лежащего в
основе секреции медиатора, является вход Са2+ в дви-
гательные нервные окончания через потенциал-зави-
симые Са2+-каналы. Потенциал-зависимые Ca2+-ка-
налы состоят из каналообразующей субъединицы
α1, связанной с тремя вспомогательными субъеди-
ницами α2/δ, β, и γ (Catterall, 2000). Субъединица α1
в составе ионного канала может быть представлена
различными изоформами. Каждая подобная изо-
форма контролируется отдельным геном. В настоя-
щее время известно, что геном как позвоночных, так
и беспозвоночных животных может включать до 10
подобных генов (Catteral et al., 2005). Так, изоформы
α1S, α1C, α1D и α1F субъединицы α1 характерны
для каналов CaV1.1–1.4, субъединица α1А – для

CaV2.1, α1B – для CaV2.2, α1Е – для CaV2.3, α1G, α1H
и α1I – для CaV3.1–3.3 (Catterall et al., 2005).

Са2+-каналы, в состав которых входят разные
изоформы субъединицы α1, имеют разную чувстви-
тельность к деполяризации и по этому критерию и
ряду фармакологических отличий объединяются в
ряд семейств, а именно: высокопороговые каналы
CaV1.1–1.4 (L-типа), CaV2.1 (P/Q-типа), CaV2.2 (N-
типа) и низкопороговые CaV3.1–3.3 (T-типа) (Catter-
all, 2000; Nurullin et al., 2011; Нуруллин и др., 2013).
Между высокопороговыми и низкопороговыми ка-
налами находятся каналы типа CaV2.3 (R-типа) (Par-
do el., 2006; Wormuth et al., 2016). Характеристики эк-
зо(эндо)везикулярного цикла, а именно синхронно-
сти вызванного и спонтанного выброса медиатора в
нервно-мышечных синапсах в значительной степе-
ни определяются особенностями функционирова-
ния Са2+-каналов пресинаптической мембраны
(Smith et al., 2012; Kaeser, Regehr, 2014). Установлено,

Принятые сокращения: АХ – ацетилхолин, ТМР-Б – тетраме-
тилродамин-α-бунгаротоксин.
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что соматическая мышца дождевого червя иннерви-
руется холинергическими синапсами (Walker et al.,
1993; Волков и др., 2012), везикулярный цикл в кото-
рых имеет ярко выраженную Са2+-зависимость
(Волков, 2012). В пресинаптических образованиях
выявляется ряд ключевых Са2+-сенсорных белков
везикулярного цикла, а также Са2+-каналы типа
CaV2.2 (Волков и др., 2012). Наличие же иных описан-
ных выше типов Са2+-каналов в холинергических
нервно-мышечных синапсах в эволюционно-первич-
ной поперечно-исчерченной двигательной мускула-
туре аннелид остается не известным.

Таким образом, в соответствии с целью настоя-
щего исследования были сформулированы следую-
щие задачи: 1) определение типов Са2+-каналов на
основании иммунофлуоресценции и входящих в их
состав изоформ α1-субъединицы; 2) изучение осо-
бенностей локализации Са2+-каналов, входящих в
состав разных семейств на пре- и постсинаптиче-
ской мембранах холинергических двигательных
нервно-мышечных синапсов соматической мышцы
дождевого червя Lumbricus terrestris.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Выделенные препараты фрагментов кожно-му-

скульного мешка дождевого червя Lumbricus terrestris
закрепляли с помощью иголок на дне чашек Петри,
залитых смолой Sylgard, и перфузируровали раство-
ром Древеса−Пакса (состав в мМ: 77 NaCl, 4 KCl,
43 Na2SO4, 6 CaCl2, 2 трис, 167 сахароза, pH 7.4) око-
ло 30 мин при комнатной температуре (22 ± 1°С).
Далее в течение 30 мин препараты фиксировали в 2%
растворе p-формальдегида, отмывали 3 раза по 30
мин в фосфатном буфере. Мышцы последовательно
инкубировали в 0.5% растворе тритона X-100 30 мин,
в растворе, содержащем 5% нормальной козьей сы-
воротки, 1% бычьего сывороточного альбумина и
0.5% тритона X-100 15 мин и еще 15 мин в растворе 1%
бычьего сывороточного альбумина и 0.5% тритона X-
100 (раствор А). Все эти растворы были приготовле-
ны на фосфатном буфере.

Затем препараты инкубировали в течение 12 ч при
температуре 4°С в растворе А с поликлональными
антителами к субъединицам потенциал-зависимых
Ca2+-каналов α1A, α1C, α1D, α1E, α1F, α1G, α1H,
α1I, α1S и синаптофизину (все в разведении 1 : 200).
Препараты отмывали в растворе А 3 раза по 30 мин и
инкубировали 1 ч при комнатной температуре с соот-
ветствующими вторичными антителами, конъюги-
рованными с Alexa 488 или 647 (разведение 1 : 800)
в растворе А. Окрашивание постсинаптических ни-
котиновых ацетилхолиновых (АХ) рецепторов про-
изводили с помощью тетраметилродамин-α-бунга-
ротоксин (ТМР-Б, 20 мкг/мл) в течении 30 мин. Для
подтверждения специфичности связывания полик-
лональных антител с соответствующими белками
проводили контрольные эксперименты. Для нега-

тивного контроля препарат инкубировали с вторич-
ными антителами без предшествующей инкубации с
первичными антителами. Для позитивного контро-
ля производили инкубацию препарата с первичны-
ми антителами в присутствии иммуногенного пепти-
да, на который вырабатывались первичные антитела.
Отсутствие окрашивания в контрольных экспери-
ментах указывает на специфичность связывания ан-
тител с соответствующими пептидами.

После отмывки в фосфатном буфере препараты
помещали в раствор фосфатного буфера с глицери-
ном (1 : 1) и размещали на предметном стекле для
проведения микроскопического исследования на
лазерном сканирующем конфокальном микроскопе
Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Германия) с примене-
нием масляного иммерсионного объектива 63×/1.4.
Для возбуждения эмиссии флуорофоров применялся
аргоновый и гелий-неоновый лазеры. Длины волн
возбуждения: для флуорофоров Alexa 488 – 488 нм,
тетраметилродамин – 543 нм, Alexa 647 – 633 нм.
Анализ полученных конфокальных изображений
проводили в программе ImageJ (NIH, США).

Использовали следующие реактивы: p-формаль-
дегид, трис, фосфатный буфер (137 NaCl, 2.7 KCl,
4.3 Na2SO4, 1.4 KH2PO4, pH 7.2), Тритон X-100, нор-
мальную козью сыворотку, бычий сывороточный
альбумин, ТМР-Б, глицерин (Sigma-Aldrich, США);
первичные поликлональные антитела и соответству-
ющие им иммуногенные пептиды (Santa Cruz Bio-
technologies, США); антитела вторичные Alexa 488 и
Alexa 647 (Invitrogen, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве маркера двигательных нервных оконча-

ний использовали белок синаптофизин, обязательный
компонент молекулярной машины экзо-эндоцитоз-
ного цикла синаптических везикул (Valtorta et al., 2004;
Kwon, Chapman, 2011). Для определения зоны постси-
наптической мембраны холинергических синапсов
применяли специфический блокатор никотинового
АХ-рецептора – ТМР-Б (Krause, Wernig, 1985; Nurul-
lin et al., 2011). Иммуногистохимическое окрашива-
ние препарата кожно-мускульного мешка дождево-
го червя антителами на α1S субъединицу потенциал-
зависимого Са2+-канала типа CaV1.1 выявило имму-
нопозитивную реакцию на данную субъединицу
(рис. 1а, е). При этом окрашивание на α1S выяви-
лось во всех зонах наблюдения (рис. 1а, е). Окраши-
вание субъединицы α1S совпадало с окрашиванием
антителами на белок синаптофизин (рис. 1а, б, г, е,
ж, и, стрелки) и в некоторых местах с окрашиванием
ТМР-Б АХ-рецепторов (рис. 1а, в, д, е, з, к, стрелки).
Можно предположить, что число Са2+-каналов типа
CaV1.1, имеющих в своем составе субъединицу α1S,
возрастает в зоне двигательных нервных окончаний.

В структуру Са2+-каналов типа CaV1 входят также
субъединицы α1C (CaV1.2), α1D (CaV1.3) и α1F
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(CaV1.4). Дальнейшие исследования показали, что
окрашивание на субъединицы α1C и α1D было не-
равномерным (рис. 2а, е, 3а, е). Участки окрашива-
ния на α1C совпадали с окрашиванием на АХ-ре-
цепторы (рис. 2а, в, д, е, з, к, стрелки), но не совпа-
дало с окрашиванием на синаптофизин (рис. 2а, б, г,
е, ж, и). Окрашивание на α1D не совпадало с окра-
шиванием на синаптофизин и АХ-рецепторы (рис.
3а–к). Весьма вероятно, что Са2+-каналы CaV1.2,
имеющие в своем составе субъединицу α1С, в боль-
шей степени сосредоточены в зоне постсинаптиче-
ской мембраны холинергических синапсов, тогда
как каналы типа CaV1.3, имеющие субъединицу α1D,
не имеют такой специфической концентрации в зо-
не пресинаптической и постсинаптической мембран
нервно-мышечного синапса. Окрашивание на нали-
чие α1F субъединицы Са2+-канала (CaV1.4 типа) обна-
руживалось во всех зонах наблюдения (рис. 4а, е) и не
совпадало с одновременным окрашиванием на си-
наптофизин и АХ-рецепторы (рис. 4а–к). По всей
видимости Са2+-каналы CaV1.4, имеющие в своем
составе субъединицу α1F, сосредоточены преиму-
щественно в мембранах клеток мышечной ткани.

Окрашивание препарата антителами на α1А
субъединицу Са2+-канала типа CaV2.1 имело нерав-
номерный характер (рис. 5а, е). Наиболее интенсив-
ные участки окрашивания на эту субъединицу совпа-
дали с окрашиванием антителами на синаптофизин и
с окрашиванием ТМР-Б АХ-рецепторов (рис. 5а–к,

стрелки). Можно предположить, что пресинаптиче-
ская мембрана холинергических нервно-мышечных
синапсов соматической мышцы дождевого червя со-
держит Са2+-каналы типа CaV2.1.

Окрашивание препарата на α1Е-субъединицу
Са2+-канала CaV2.3 также было неравномерным
(рис. 6а, е). Однако при этом некоторые участки ин-
тенсивной окраски на α1Е субъединицу совпадали с
окрашиванием на АХ-рецепторы (рис. 6а, в, д, е, з, к,
стрелки), но не с окрашиванием на синаптофизин
(рис. 6а, б, г, е, ж, и). Данное обстоятельство можно
трактовать как наличие в зоне постсинаптической
мембраны холинергических синапсов в соматиче-
ской мышце дождевого червя Са2+-каналов типа
CaV2.3.

Окрашивание препарата на α1G субъединицу
Са2+-канала (CaV3.1 типа) обнаруживалось во всех
участках наблюдения (рис. 7а, е) и не совпадало с од-
новременным окрашиванием на синаптофизин и
АХ-рецепторы (рис. 7а–к). Можно думать, что Са2+-
каналы CaV3.1 распределяются по мембране клеток
соматической мышцы дождевого червя. Известно,
что этот тип Са2+-каналов участвует в спонтанной
сократительной активности (Catterall, 2000). Также
известно, что соматическая мышца дождевого червя
обладает способностью к спонтанной сократитель-
ной активности по типу сердечной мышцы позвоноч-
ных (Давид, 1990). Весьма вероятно, что этот тип мы-

Рис. 1. Флуоресцентное тройное окрашивание препарата соматических мышечных волокон дождевого червя антителами к
субъединице α1S (а, е) потенциал-зависимого Са2+-канала типа CaV1.1; антителами к пресинаптическому белку синаптофи-
зину (б, ж); окрашивание тетраметилродамин-α-бунгаротоксином (ТМР-Б) никотиновых ацетилхолиновых (АХ) рецепто-
ров (в, з). На всех рисунках (рис. 1–9): на нижней панели представлены увеличенные области, соответствующие выделенным
квадратам на верхней панели; г – программно-обработанное изображение, полученное при совмещении изображений а и б
(субъединица α1 и синаптофизин), демонстрирующее только совпадающие при наложении изображений светлые пиксели
(и – увеличенная область изображения г); д – программно-обработанное изображение, полученное при совмещении изобра-
жений а и в (α1 субъединица и ТМР-Б), демонстрирующее только совпадающие при наложении изображений светлые пик-
сели (к – увеличенная область изображения д). При наложении двух изображений светлые пиксели, присутствующие только
на одном из изображений, на итоговых изображениях не учитывались. Таким образом, можно увидеть места совпадения
окрашивания на указанные маркеры. На нижних панелях стрелки указывают на места совпадения окрашивания на указан-
ную субъединицу, синаптофизин и АХ-рецепторы. Масштабная линейка – 10 мкм.

а б в г д

е ж з и к
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шечной активности в мышце аннелид связан с работой
соответствующего типа Са2+-каналов. Окрашивание
на α1H субъединицу Ca2+-канала CaV3.2 было нерав-
номерным (рис. 8а, е), имело разную интенсивность
и во многом совпадало с окрашиванием на АХ-ре-
цепторы (рис. 8а, в, д, е, з, к, стрелки), а в некоторых
местах совпадало с окрашиванием на синаптофизин
(рис. 8а, б, г, е, ж, и). При этом окрашивание на си-
наптофизин было в виде тяжей (рис. 8б, ж, стрелки),
которые визуально соединялись со свечением субъ-
единицы α1H (рис. 8а, е) и АХ-рецепторов (рис. 8в, з).

Окрашивание на α1I-субъединицу Ca2+-канала
CaV3.3 было также неравномерным (рис. 9а, е), и в
зонах, где интенсивность свечения была больше,
окрашивание на α1I-субъединицу практически пол-

ностью совпадало с окрашиванием на синаптофи-
зин (рис. 9а, б, г, е, ж, и, стрелки), а в некоторых
участках совпадало с окрашиванием и на АХ-рецеп-
торы (рис. 9а, в, е, д, е, з, к, стрелки). Таким образом,
есть основание полагать, что Са2+-каналы типа CaV3,
имеющие в своем составе субъединицы α1Н (CaV3.2)
и α1I (CaV3.3), могут присутствовать на мембране
пресинаптических окончаний холинергических дви-
гательных синапсов в мышце дождевого червя.

Таким образом, в геноме дождевого червя Lumbri-
cus terrestris имеются гены, кодирующие пептидные
молекулы α1S, α1C, α1D α1F (субъединицы) Са2+-
каналов типов CaV1.1–1.4, субъединицу α1A Са2+-ка-
нала типа CaV2.1, α1Е-субъединицу Са2+-канала

Рис. 2. Флуоресцентное тройное окрашивание препарата соматических мышечных волокон дождевого червя антителами к
субъединице α1C (а, е) потенциал-зависимого Са2+-канала типа CaV1.2, антителами к пресинаптическому белку синаптофи-
зину (б, ж) и красителем ТМР-Б рецепторов АХ (в, з). Здесь и на рис. 3–9: г, д, и, к – объяснения в подписи к рис. 1.
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Рис. 3. Флуоресцентное тройное окрашивание препарата соматических мышечных волокон дождевого червя антителами к
субъединице α1D (а, е) потенциал-зависимого Са2+-канала типа CaV1.3, антителами к пресинаптическому белку синаптофи-
зину (б, ж) и красителем ТМР-Б рецепторов АХ (в, з).
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CaV2.3 и субъединицы α1G, α1H и α1I Са2+-каналов
типов CaV3.1–3.3.

Ранее в соматических мышечных волокнах дож-
девого червя нами была показана возможность экс-
прессии α1В-субъединицы Са2+-канала типа CaV2.2
(Волков и др., 2012). Таким образом, в нервно-мы-
шечных синапсах и клетках соматической мышцы
аннелид имеются практически все известные типы
потенциал-зависимых Са2+-каналов, характерных
кaк для позвоночных, так и беспозвоночных живот-
ных (Catterall, 2000; Jeziorski et al., 2000). Концентра-
ция Са2+-каналов CaV1, имеющих в своем составе
субъединицы α1S (CaV1.1) и α1C (CaV1.2) выше в зоне
холинергических нервно-мышечных двигательных

синапсов, тогда как Са2+-каналы данного типа, име-
ющие в своей структуре субъединицы α1D (CaV1.3) и
α1F (CaV1.4) такой локальной концентрации не име-
ют и распределены по всем мембранам мышечных
клеток. Са2+-каналы CaV2.1, имеющие в своем соста-
ве субъединицу α1А, сосредоточены в области нерв-
но-мышечных синапсов. Са2+-каналы типа CaV2.3,
имеющие в своем составе субъединицу α1Е, так же,
хотя и в меньшей степени, сосредоточены в зоне хо-
линергических синапсов. И, наконец, Са2+-каналы
CaV3, имеющие своем составе субъединицы α1H
(CaV3.2) и α1I (CaV3.3), также сосредоточены почти
исключительно в зоне двигательных нервных окон-

Рис. 4. Флуоресцентное тройное окрашивание препарата соматических мышечных волокон дождевого червя антителами к
субъединице α1F (а, е) потенциал-зависимого Са2+-канала типа CaV1.4, антителами к пресинаптическому белку синаптофи-
зину (б, ж) и красителем ТМР-Б рецепторов АХ (в, з).
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Рис. 5. Флуоресцентное тройное окрашивание препарата соматических мышечных волокон дождевого червя антителами к
субъединице α1A (а, е) потенциал-зависимого Са2+-канала типа CaV2.1, антителами к пресинаптическому белку синаптофи-
зину (б, ж) и ТМР-Б рецепторов АХ (в, з).
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чаний, тогда как Са2+-каналы CaV3.1 с субъединицей
α1G – на мембранах мышечных клеток.

Кроме того, в ходе проведенных экспериментов
впервые определен белок молекулярной машины
везикулярного цикла нервных окончаний синапто-
физин, который дополняет семейство ранее выявлен-
ных подобных белков, таких как синаптотагмин 1 и
синтаксин 1 в нервно-мышечных синапсах дождево-
го червя (Волков и др., 2012).

Проведенные эксперименты и их обсуждение
позволяют предположить, что пресинаптическая
мембрана холинергических синапсов соматической
мышцы дождевого червя содержит следующие типы
потенциал-зависимых Са2+-каналов (в соответствии
с идентифицированными изоформами субъедини-

цы α1): CavV1.1, CaV1.2 (с субъединицами α1S, α1C),
CaV2.1 (α1A), CaV2.3 (α1E), CaV3.2, CaV3.3 (α1H, α1I),
а также Са2+-канала CaV2.2 (α1В) (Волков и др.,
2012). Тогда как Са2+-каналы CaV1.3, CaV1.4 (с субъ-
единицами α1D, α1F) и каналы CaV3.1 (α1G) пре-
имущественно входят в состав мышечных мембран.

Таким образом в нервно-мышечных синапсах и
клетках соматической мышцы аннелид имеются
практически все известные типы потенциал-зависи-
мых Са2+-каналов, характерных как для позвоноч-
ных (Catterall, 2000), так и беспозвоночных живот-
ных (Jeziorski et al., 2000), но имеющих свою специ-
фику распределения по возбудимым мембранам
нервных и мышечных клеток.

Рис. 6. Флуоресцентное тройное окрашивание препарата соматических мышечных волокон дождевого червя антителами к
субъединице α1E (а, е) потенциал-зависимого Са2+-канала типа CaV2.3 антителами к пресинаптическому белку синаптофи-
зину (б, ж) и красителем ТМР-Б рецепторов АХ (в, з).
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Рис. 7. Флуоресцентное тройное окрашивание препарата соматических мышечных волокон дождевого червя антителами к
субъединице α1G (а, е) потенциал-зависимого Са2+-канала типа CaV3.1 антителами к пресинаптическому белку синаптофи-
зину (б, ж) и ТМР-Б рецепторов АХ (в, з).
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IMMUNOFLUORESCENT IDENTIFICATION OF ISOFORMS SUBUNIT α1 
VOLTAGE-GATED Ca2+ CHANNELS CaV1, CaV2 AND CaV3 IN CHOLINERGIC 

SYNAPSES ZONES OF SOMATIC MUSCLES EARTHWORM 
LUMBRICUS TERRESTRIS

L. F. Nurullina, b, c, * and E. M. Volkova, **
aKazan State Medical University, Kazan, 420012 Russia

bKazan Institute of Biochemistry and Biophysics of Federal Research Center “Kazan Scientific Center
of the Russian Academy of Sciences”, Kazan, 420111 Russia

cKazan Federal University, Kazan, 420008 Russia

*e-mail: lenizn@yandex.ru

**e-mail: euroworm@mail.ru

Using fluorescence and confocal microscopy, in somatic muscle of the earthworm Lumbricus terrestris identified
α1S, α1C, α1D, α1F subunits of CaV1.1-1.4 types, α1A subunit of CaV2.1 type, α1E subunit of CaV2.3 type and
α1G, α1I, α1H subunits of CaV3.1-3.3 types, as well as protein of exo-endocytotic cycle of synaptic vesicles, synap-
tophysin. The presynaptic membrane of cholinergic synapses contains voltage-gated Ca2+ channels of CaV1.1 and
CaV1.2 types, which include subunits α1S, α1C, CaV2.1 type (α1A subunit), CaV2.3 type (α1E) and CaV3.2, CaV3.3
types (α1H, α1I), while Ca2+ channels CaV1.3 and CaV1.4 types having subunits α1D, α1F and CaV3.1 type (α1G)
are predominantly part of muscle membranes.

Keywords: voltage-gated Са2+-channels, isoforms of subunit α1, somatic muscle, cholinergic synapses, annelids
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