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Метод поляризационной ультрафиолетовой флуоресцентной микроско­
пии был применен для изучения особенностей микроструктуры и конфор­
мационных изменений триптофансодержащих белков поперечнополосатых 
мышечных волокон (I_4). С помощью этого метода установлено два пре­
имущественных направления в ориентации триптофановых остатков белков 
мышечного волокна (3, % и отмечено пзменение в их ориентации при рас- 
тяягении и сокращении мышечного волокна (5).

Целью настоящей работы явилось изучение с помощью метода поля­
ризационной у.-ф. флуоресцентной микроскопии микроструктурных осо­
бенностей белков различных участков саркомера при различных состоя­
ниях мышечного волокна.

Объектом исследования были гигантские мышечные волокна Balanus 
rostratus Hock. Значительные размеры саркомеров этих волокон (8—10ц) 
позволили изучить азимутальные характеристики (а.х.) ультрафиолето­
вой флуоресценции как целых саркомеров, так и отдельных его участков, 
соответствующих анизотропному (И) и изотропному (/) дискам. Диаметр 
фотометрируемого поля в первом случае был 10 —15 ц, во втором — 
1 — 2 ц.

Азимутальные характеристики у.-ф. флуоресценции саркомера, так же 
как а.х. анизотропного и изотропного дисков, имеют период 180° (рис. 1) 
с двумя максимумами при ф = 0° и <р = 90° и минимумом между ними 
(ф — угол между направлением колебаний электрического вектора воз­
буждающего света и осью объекта). У саркомера и A-диска степень по­
ляризации у.-ф флуоресценции (Г) при ф = 0° (Л>) больше, чем при 
ср = 90° (Р9о) . У /-диска, наоборот, Ао больше, чем Ро. Минимальное зна­
чение Р отмечается у саркомера при ф = 50°, у A-диска при ф = 70 ж 80° 
и у Z-диска при ф = 10 ж 20°.

Асимметрия а.х. дисков свидетельствует об анизотропии в расположе­
нии триптофановых остатков сократительных белков. Так как флуоресцен­
ция возбуждалась лучами с /. 300 + 2 мц (а в этих условиях поглощает 
и высвечивает один осциллятор молекулы триптофана, ориентированный 
вдоль короткой оси молекулы), то следует предположить, что в А-дисках 
молекулы триптофана направлены своей короткой осью вдоль или почти 
вдоль, а в /-дисках почти перпендикулярно к осп мышечного волокна.

Особо следует отметить высокую степень поляризации A-диска. Ис­
пользуя уравнение, выведенное ранее (4), п экспериментальные данные, 
можно оценить относительное количество ориентированных и неориенти­
рованных молекул триптофана в дисках. Расчеты показывают, что если 
ориентированные молекулы триптофана в A-диске направлены своей ко­
роткой осью под углом 10° к оси миофибриллы и Росц = 0,7 qi = 0,5, то 
ориентированных молекул триптофана будет не менее 60—70% (/%% —
степень поляризации у.-ф. флуоресценции ориентированных осциллято­

445



ров; qi — отношение степени поляризации у.-ф. флуоресценции неориен­
тированных п ориентированных осцилляторов). Расчеты показывают так­
же наличие значительной анизотропии и в Z-диске. При ориентации моле­
кул триптофана в этом участке саркомера короткой осью под углом 70° 
к оси миофибриллы ориентированных молекул триптофана в Z-диске будет 
30—40%. Поскольку в А-диске, помимо толстых, присутствуют и тонкие 
протофибриллы, степень поляризации толстых протофибрилл при ф = 0° 
превышает, по-видимому, экспериментальные данные, полученные для 
A-диска, и составляет величину 70—80%. Такая значительная степень по­
ляризации наблюдается только у некоторых кристаллов.

Рис. 1. Азимутальные ха­
рактеристики поляризо­
ванной у.-ф. флуорес­
ценции миофибриллы 
Balanus rostratus: анизо­
тропного диска (7); изо­
тропного диска (2); сар­
комера (3); расчетные 
(4); анизотропного диска 
после сокращения мы­
шечного волокна на 20— 
30% от первоначальной 
длины (1а); то же изо­
тропного диска (2а); то 

же саркомера (За)

Зная величину степени поляризации и интенсивность флуоресценции 
каждого диска при азимутальных углах от 0 до 90°, можно вычислить а.х. 
саркомера. Теоретическая а.х. полностью совпадает с а.х., полученной 
с того же участка миофибриллы при диаметре фотометрируемого поля, 
равном длине саркомера (рис. 1).

Азимутальные характеристики у.-ф. флуоресценции саркомера и дисков 
меняются при сокращении мышечного волокна. У саркомера и A-диска Ря 
уменьшается, До и До возрастают (рис. 1). У /-диска, наоборот, До умень­
шается, а Ро увеличивается. Эти изменения отражают уменьшение анизо­
тропии в расположении триптофановых остатков в Л- и /-дисках при со­
кращении мышечного волокна, что, вероятно, является следствием конфор­
мационных изменений белков как А-, так и /-дисков.

Чтобы связать изменения в значениях степени поляризации у.-ф. флу­
оресценции белков мышечного волокна с определенными морфологичес­
кими изменениями в саркомере, был применен фотографический метод 
изучения поляризованной у.-ф. флуоресценции. С этой целью каждый изу­
чаемый участок мышечного волокна фотографировался четыре раза. Две 
фотографии получались с волокна, расположенного параллельно электри­
ческому вектору электромагнитных колебаний возбуждающего света, при­
чем анализатор устанавливался в одном случае параллельно, а в другом
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Рис. 2

Рис. 2. Поляризованная 
у.-ф. флуоресценция гли- 
церинизированных мы­
шечных волокон Balanus 
roslratus. Мышечные во­
локна расположены: а, 
б — параллельно, в, г — 
перпендикулярно элект­
рическому вектору элек­
тромагнитных колебаний 
возбуждающего света. 
Положение анализатора: 
«, г — параллельно, б, 
в — перпендикулярно по­
ляризатору. А — анизо­
тропный ДИСК. Хвовб = 
= 250 280 Mil, ?«регистр==
= 320—380 ми. Об. 50 X 
X 5.80 (водн. пммЗ. ок.

зх

Рис. 3. Поляризованная 
у.-ф. флуоресценция гли- 
церипизпрованных мы­
шечных волокон, сокра­
тившихся под влиянием 
АТФ. Обозначения те 

же, что и на рис. 2

Рис. 3

Доклады АН, т. 207, № 2, Н. А. Черногрядская и др.



К статье Н. Б. Скворцовой, Е. А. Лялина и А. М. Уголева, стр. 501

Рис. 1. Щитовидная железа интактпого животного (а), через 1 год 
9 мес. после удаления двенадцатиперстной кишки (б) и через 1 год 
после изоляции двенадцатиперстной кишки (в). Гематоксилин — 

эозин, Ок. 10, об. 40 X



перпендикулярно поляризатору (положения а и б). Следующая пара фото­
графий того же участка мышечного волокна делалась при повороте его на 
90°, т. е. при установке волокна перпендикулярно электрическому вектору 
возбуждающего света при тех же двух положениях анализатора (положе­
ния виг). Положение поляризатора при этом не менялось. Сравнением 
интенсивности флуоресценции А- и /-дисков при двух положениях анали­
затора оценивалась степень поляризации у.-ф. флуоресценции каждого 
участка саркомера при положении мышечного волокна параллельно и пер­
пендикулярно электрическому вектору возбуждающего света.

На фотографиях живых мышечных волокон в положении а в саркоме­
ре отчетливо выявляются узкие флуоресцирующие полосы. Несколько бо­
лее широкие и яркие полосы соответствуют A-дискам; более узкие и менее 
ярко флуоресцирующие — центральной части /-диска. При повороте ана­
лизатора на 90° (положение б) интенсивность флуоресценции А-дисков 
резко снижается; ширина и интенсивность флуоресценции /-дисков увели­
чивается. Наблюдаемые изменения в интенсивности флуоресценции дис­
ков при повороте анализатора свидетельствуют об анизотропии в располо­
жении триптофановых остатков белков в области А- и /-дисков и о том, 
что в A-диске триптофановые остатки ориентированы своей короткой осью 
преимущественно вдоль, а в /-диске — преимущественно перпендикулярно 
оси мышечного волокна.

В положениях виг /-диски флуоресцируют ярче A-дисков. Этот факт 
подтверждает вышеупомянутые представления об особенностях ориента­
ции триптофановых остатков в А- и /-дисках и свидетельствует о большей 
анизотропии А-дисков.

В глицеринпзпрованных мышечных волокнах в положении а ярко 
флуоресцируют Л-дпскп; /-диски, за псключением области Z-линпи, флуо­
ресцируют очень слабо (рис. 2а). В положении б флуоресценция Л-днска 
практически исчезает; /-диск, напротив, начинает ярко флуоресцировать 
(рис. 26). В положении в в мышечном волокне наблюдаются узкие поло­
сы, почти равные по ширине и интенсивности флуоресценции (рис. 2в). 
В положении г флуоресценция большей части Л-диска исчезает, заметная 
флуоресценция сохраняется только в области, соответствующей Л/-линип. 
/-диски при этом положении волокна и анализатора имеют особенно яр­
кую флуоресценцию (рис. 2г).

Таким образом, в глицеринизированных мышечных волокнах при пово­
роте анализатора на 90° изменение интенсивности флуоресценции дисков 
наблюдается как в положении мышечного волокна параллельно, так и пер­
пендикулярно электрическому вектору возбуждающего света. Это свиде­
тельствует о большей анизотропии в расположении триптофановых остат­
ков сократительных белков в различных участках саркомера в глицерини­
зированных мышечных волокнах по сравнению с живыми, что связано, 
по-видимому, с удалением при глицеринизации водорастворимых белков, 
в результате чего уменьшается относительное количество неориентирован­
ных остатков.

При сокращении глицеринизированного мышечного волокна под влия­
нием АТФ (1 ■ 10_s Л/) интенсивность флуоресценции как А-, так и /-дис­
ков уменьшается. Все фотографии, сделанные при различных по­
ложениях волокна и анализатора, практически идентичны (рис. 3). Это 
говорит о существенном уменьшении степени ориентации триптофановых 
остатков белков мышечного волокна при сокращении. Описанные измене­
ния происходят не одновременно по всему A-диску. Интенсивность флуо­
ресценции средней части A-диска в начале сокращения продолжает не­
сколько меняться при повороте анализатора, что можно объяснить сохра­
нением некоторой ориентации триптофановых остатков в этой области 
A-диска. Таким образом, при сокращении мышечного волокпа дезориента­
ция триптофановых остатков в молекулах белка периферических частей 
A-диска наступает раньше, чем в центральной его части. Поскольку пери­
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ферические участки 4-диска при этом флуоресцируют интенсивнее сред­
ней его части, 4-диски на этой стадии сокращения мышечного волокна 
становятся как бы двойными.

Таким образом, проведенное исследование обнаружило наличие очень 
высокой анизотропии в расположении триптофановых остатков в анизо­
тропном и значительную анизотропию изотропного диска.

Уменьшение анизотропии в расположении триптофановых остатков 
при сокращении мышечного волокна заставляет предполагать конформа­
ционные изменения белков как в А-, так и в /-дисках; при этом наблюда­
ется переход от более упорядоченной конформации к менее упорядочен­
ной.
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