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Цель: провести статистический анализ угловых ориентаций гексагональных решеток миофиламентов 
в миофибриллах скелетных мышц крысы с использованием технологии сканирующей зондовой нано-
томографии. Материалы и методы. Для исследования были получены образцы скелетных мышечных 
тканей здоровых крыс породы Wistar. Препараты мышечных волокон поясничной мышцы крысы были 
залиты в эпоксидную смолу. Исследование поверхности образцов после среза ультрамикротомом про-
изводилось методом сканирующей зондовой нанотомографии. Анализ изображений срезов саркомеров 
позволяет определить ориентации гексагональных решеток миозиновых миофиламентов. Результаты. 
Разработана методика вычисления угловых ориентаций гексагональных решеток по муаровым структу-
рам на изображениях срезов саркомеров. Статистический анализ полученных изображений показал, что 
относительные повороты гексагональных решеток не подчиняются нормальному распределению по тесту 
Колмогорова–Смирнова (p = 0,3) и решетки меняют свою ориентацию вдоль миофибрилл случайным 
образом. Заключение. Анализ ориентаций решеток в смежных саркомерах позволил впервые в научной 
практике получить и статистически проанализировать данные об их взаимных ориентациях на протяжении 
миофибрилл. По результатам расчетов выявлена низкая степень согласованности ориентаций миозиновых 
решеток вдоль миофибрилл в скелетных мышцах крысы. Разработанные подходы и алгоритмы могут в 
дальнейшем быть применены для исследований особенностей наноструктурной организации миоцитов 
и кардиомиоцитов различных видов.
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Objective: to perform a statistical analysis of the angular orientations of hexagonal myofilament lattices in rat 
skeletal muscle myofibrils using scanning probe nanotomography (SPN). Materials and methods. Skeletal 
muscle tissue samples were obtained from healthy Wistar rats for the study. Specimens of rat lumbar skeletal 
muscle fibers were embedded in epoxy resin. After sectioning with an ultramicrotome, the specimen surfaces were 
examined using SPN. Analysis of the resulting images of sarcomere cross-sections enabled the determination 
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Введение
Структурные особенности и функциональные 

молекулярные механизмы сократительных клеток 
поперечно-полосатой мышечной ткани активно изу-
чаются с середины XIX века. Развитие методов мик-
роскопии в 1950 гг. позволило сделать ряд ключевых 
открытий в этой области и сформулировать модель 
«скользящих филаментов», согласно которой сокра-
щение миофибрилл происходит за счет скольжения 
актиновых миофиламентов вдоль миофиламентов 
миозина в каждом сегменте миофибриллы (сарко-
мере), которые разделены между собой Z-дисками.

Миозиновые и актиновые филаменты в саркомере 
формируют трехмерную гексагональную решетку, 
в которой каждый миозиновый филамент окружен 
6 актиновыми филаментами [1]. У позвоночных на 
каждом миозиновом волокне формируются «короны» 
из трех головок миозина, расположенных под углом 
120° друг к другу в плоскости, перпендикулярной 
волокну. Расстояние между соседними коронами со-
ставляет 14,3 нм, причем каждая следующая корона 
повернута на 40° относительно предыдущей. Таким 
образом, ориентация головок миозина полностью 
повторяется с периодом 42,9 нм [2]. Головки мио-
зина связаны с волокном шарнирными участками, 
которые могут изменять свою пространственную 
ориентацию при взаимодействии с актином.

В состав актиновых филаментов кроме актина 
входят также белки тропонин и тропомиозин. Моле-
кулы актина имеют глобулярное строение и, соеди-
няясь вместе, образуют длинные нити. В актиновых 
филаментах в саркомерах две длинные актиновые 
нити образуют двойную спираль с полупериодом 
35,75 нм в состоянии покоя. В промежутках между 
цепями актина находятся молекулы тропомиозина, к 
которым на равных расстояниях друг от друга при-
крепляются молекулы тропонина. Тропониновый 
комплекс состоит из трех глобулярных субъединиц: 
тропонин T, тропонин C и тропонин I. Тропонин T 
осуществляет прикрепление тропонинового комп-
лекса к тропомиозину. Тропонин C связывается с 
ионами кальция. Тропонин I препятствует взаимо-
действию миозиновых головок с актином. В состо-
янии покоя тропомиозин и тропонины блокируют 

молекулы актина таким образом, что он не может 
взаимодействовать с миозином [3].

При повышении концентрации ионов Са2+ в об-
ласти миофиламентов включается взаимодействие 
актиновых и миозиновых филаментов. Субъединица 
тропонина C актинового миофиламента, связываясь с 
ионом Са2+, подвергается пространственной конфор-
мации, что меняет форму тропонинового комплекса. 
Это приводит к перестройке пространственной кон-
фигурации тропомиозина таким образом, что мио-
зиносвязывающие участки нитей актина становятся 
доступны для взаимодействия с головками миозина. 
Головки миозина обладают АТФ-азной активностью, 
это значит, что при расщеплении молекул АТФ голов
ки могут менять свою конформацию, причем конфор-
мационные изменения головки способны вызывать 
движения в ее шарнирной части, и если головка ми-
озина связана с молекулой актина, то движение го-
ловки вызывает движение актинового миофиламента 
вдоль нити миозина [4].

Многочисленные исследования структуры и мо-
лекулярного механизма саркомеров при помощи 
методов электронной и флуоресцентной микро-
скопии, рентгеновской дифракции и молекулярной 
биохимии полностью подтвердили данную модель, 
а также позволили охарактеризовать роль ряда дру-
гих структурных белков (α-актинин, титин, небулин, 
миозинсвязывающий белок С (MyBP-C) и др.) в мио-
фибриллах мышечных клеток и влияние структурных 
и молекулярных изменений в саркомерах на развитие 
патологических состояний мышечной ткани, в час-
тности кардиомиопатий различной природы [5–8].

Исследования трехмерной наноструктуры мио-
цитов при помощи таких современных методов, как 
рентгеновская нанотомография [9] и сканирующая 
электронная микроскопия с фокусированным ион-
ным пучком (ФИП/СЭМ) [10], позволили изучить 
трехмерную организацию и взаимодействие мио-
фибрилл и систем Т-трубочек [11], саркоплазмати-
ческого ретикулума и митохондрий. В работе [12] 
технологии трехмерной реконструкции на основе 
ФИП/СЭМ позволили выявить взаимосвязанность 
систем митохондрий в мышечных клетках. Подобные 
исследования демонстрируют мощные возможности 

of the angular orientations of the hexagonal lattices formed by myosin myofilaments. Results. A method was 
developed to calculate the angular orientations of hexagonal lattices based on moiré patterns observed in images 
of sarcomere cross-sections. Statistical analysis of the obtained images showed that the relative rotations of the 
hexagonal lattices do not follow a normal distribution according to the Kolmogorov–Smirnov test (p = 0.3). The 
results indicate that the orientations of the lattices vary randomly along the myofibrils. Conclusion. Analysis of 
lattice orientations in adjacent sarcomeres made it possible, for the first time, to obtain and statistically evaluate 
data on their mutual orientations along myofibrils. The results revealed a low degree of alignment in the orienta-
tions of myosin filaments within myofibrils of rat skeletal muscle. The proposed methods and algorithms may be 
further applied to studies of the nanostructural organization of myocytes and cardiomyocytes in different species.
Keywords: myocytes, myofibrils, sarcomeres, scanning probe microscopy, nanotomography.
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методов 3D-наноимиджинга в раскрытии трехмер-
ных структурных взаимодействий между различны-
ми клеточными органеллами и компартментами [13], 
которые сложно проанализировать с помощью тради-
ционной 2D-электронной микроскопии, ограничен-
ной плоским представлением трехмерной клеточной 
структуры.

Использование технологии электронной томогра-
фии позволило реконструировать трехмерную струк-
туру Z-дисков, соединяющих смежные саркомеры 
[14–16], охарактеризовать перестройку решеток Z-
дисков при сокращении кардиомиоцитов [17], а также 
восстановить трехмерную молекулярную структуру 
миозиновых миофиламентов [18, 19]. В работе [20] 
метод in situ криоэлектронной томографии позволил 
напрямую охарактеризовать взаимодействие реше-
ток актиновых и миозиновых миофиламентов при 
сокращении неонатальных кардиомиоцитов крысы.

Применение метода рентгеновской микродиф-
ракции позволяет изучать степень интегральной 
упорядоченности ориентаций гексагональных ре-
шеток в саркомерах на протяжении миофибриллы. 
Исследования [21, 22] показывают, что, например, 
миофибриллы асинхронных летательных мышц ряда 
насекомых (Heteroptera, Thysanoptera, Coleoptera, 
Hymenoptera и Diptera) имеют высокую степень со-
гласованности ориентаций гексагональных решеток 
в саркомерах, в то время как для некоторых других 
видов наблюдается меньшая степень согласованнос-
ти (Copera annulata и Neogurelca himachala) или пол-
ное отсутствие согласованности ориентаций (Cteno‑
plusia albostriata). При этом показано, что небольшие 
различия в наноструктурной организации решеток 
миофиламентов могут соответствовать различной 
функциональности мышц одного и того же организ-
ма [23]. Имеющиеся данные по млекопитающим 
ограничены и свидетельствуют о наличии некото-
рой степени согласованности в скелетных мышцах 
(поясничная мышца кролика) [22]. Однако данные 
микродифракционных исследований являются ин-
тегральными и не могут дать информации об изме-
нениях взаимной ориентации смежных саркомеров 
на протяжении миофибриллы, а также не отвечают на 
вопрос об ультраструктурной обусловленности дан-
ных изменений. Систематический анализ подобных 
изменений ориентации решеток миофиламентов на 
наноструктурном уровне в литературе отсутствует. 
При этом новейшие исследования наноструктуры 
кардиомиоцитов млекопитающих в норме и при 
сердечной недостаточности при помощи методов 
малоугловой рентгеновской дифракции указывают 
на то, что изменения ориентаций индивидуальных 
миофибрилл и миофиламентов могут рассматри-
ваться и в качестве возможных маркеров сердечных 
патологий [24].

Задача данной работы  – изучить важные осо-
бенности наномасштабной организации миофила-
ментов в миоцитах, остающиеся не исследованны-
ми систематически на сегодняшний день, выявить 
особенности и закономерности изменений взаим-
ной ориентации решеток миозиновых волокон в 
смежных саркомерах на протяжении миофибрилл. 
Для решения данной задачи мы использовали тех-
нологию сканирующей зондовой нанотомографии 
(СЗНТ), которая дает возможность исследовать нано-
структуру решеток миофиламентов в миофибриллах 
клеток мышечной ткани после среза ультрамикрото-
мом. Следует подчеркнуть, что работа носит харак-
тер фундаментального исследования наноструктуры 
миоцитов скелетной мышечной ткани и посвящена 
в первую очередь разработке алгоритма анализа по-
лучаемых данных с использованием этой биологи-
ческой модели.

Материалы и методы
Подготовка образцов мышечной ткани 
крысы для исследований методами 
сканирующей зондовой нанотомографии

Мышечные волокна поясничной мышцы были 
получены от самцов крыс породы Wistar возрастом 
1 год (вес особи 250–350 г). Операции с животны-
ми осуществлялись под ингаляционным наркозом с 
применением препарата «Изофлуран» в концентра-
ции 5% по объему. Животные в процессе операции 
находились на спонтанном дыхании с частотой 75 ± 
10 дыхательных циклов в минуту, что соответствова-
ло хирургической стадии наркоза. Затем проводилась 
эвтаназия животных с применением препарата «Зо-
летил 100» в дозировке 20 мг. Всего в работе было 
использовано 7 животных. Исследование выполне-
но в соответствии с принципами, установленными 
Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской 
ассоциации, и одобрено локальным этическим коми-
тетом ФГБУ «НМИЦ ТИО им. ак. В.И. Шумакова» 
Минздрава России (Заключение № 231221-1/1д от 
23 декабря 2021 г.).

Для получения образцов скелетной мышечной 
ткани выполнялся разрез скальпелем и забор фраг-
мента поясничной мышцы (m. psoas), полученный 
образец помещался в кардиоплегический раствор 
кустодиола (состав на 1000 мл: L-гистидин 27,9289 г, 
маннитол 5,4651 г, L-гистидина гидрохлорид мо-
ногидрат 3,7733 г, натрия хлорид 0,8766 г, магния 
хлорида гексагидрат 0,8132 г, калия хлорид 0,671 г, 
L-триптофан 0,4085 г, калия кетоглутарат 0,1842 г, 
кальция хлорида дигидрат 0,0022 г) при температуре 
4 °С, выполнялась отмывка от крови данным раство-
ром. Затем мышцы рассекались на полоски мышеч-
ных волокон, в также в кустодиоле зажимались в 
растянутом состоянии на металлических пластинах 
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при помощи хирургических зажимов и также в зажи-
мах мышечные волокна фиксировались при помощи 
2% раствора глютаральдегида в фосфатном буфере 
в течение 1 ч при температуре 4 °С.

Далее образцы мышечных волокон были дегид-
ратированы методом проводки по спиртам с увели-
чивающейся концентрацией по схеме:
а)	 раствор этанола 30% – 10 мин;
б)	 раствор этанола 50% – 10 мин;
в)	 раствор этанола 70% – 10 мин;
г)	 раствор этанола 80% – 10 мин;
д)	 раствор этанола 96% – 10 мин.

Заливка образцов производилась в акрилатной 
среде Lowicryl HM20 (Polysciences, Cat. № 15924‑1). 
После дегидратации выполнялось инкубирование 
образца в смеси Lowicryl : этиловый спирт 95% (1 : 1) 
в течение 60 мин и в смеси Lowicryl : этиловый спирт 
95% (2 : 1) в течение 2 часов при комнатной тем-
пературе. Затем образцы в небольшом количестве 
среды помещали в вакуумный эксикатор на 30 минут 
с последующим постепенным сбросом давления для 
удаления остатков этилового спирта. После удаления 
спирта образцы погружали в заливочную среду и 
помещали под УФ-лампу 366 нм для полимеризации 
акрилатной среды в течение 48 часов.

Получение сверхтонких срезов 
и сканирующая зондовая микроскопия

После полимеризации образцов были выполне-
ны сверхтонкие срезы образцов при помощи уль-
трамикротома Leica UC6 (Leica Microsystems GmbH, 
Австрия) с использованием алмазного ножа Diatome 
UltraAFM (Diatome Ltd., Швейцария) с шириной 
кромки 2,0 мм и углом схождения граней 35°, оп-
тимизированного производителем для подготовки 
поверхностей для измерений методами сканирую-
щей зондовой микроскопии (СЗМ). Срезы толщи-
ной 100 нм выполнялись под заданным углом 15° к 
направлению мышечных волокон.

Были выполнены СЗМ-измерения поверхностей 
блоков образцов после срезов, в полуконтактном ре-
жиме с использованием кремниевых зондов NSG10 
(Tipsnano, Эстония) с резонансной частотой 240 кГц 
и радиусом кривизны острия зонда менее 10 нм. Для 
измерений были использованы сканирующий зондо-
вый микроскоп Solver P47 (НТ-МДТ, Россия) и при-
борный комплекс для сканирующей зондовой нано-
томографии (СЗНТ) Ntegra Tomo (НТ-МДТ, Россия).

Сделанный алмазным ножом срез препарата не 
является идеально гладким, на поверхности об-
разца после среза детектируется соответствующий 
молекулярным структурам мышечного волокна на-
номасштабный рельеф, возникающий за счет релак-
сации внутренних напряжений и неоднородностей 
залитого образца [25], поэтому режим сканирования 

топографии среза является информативным. Управ-
ление микроскопом и получение изображений ска-
нов осуществлялось при помощи программы Nova 
(НТ-МДТ, Россия). После окончания сканирования 
одного участка для сканирования другого участка 
зонд сдвигался вдоль срезов миофибрилл с наложе-
нием краев участков друг на друга для возможности 
совмещения сканов в одно изображение.

Математическая обработка результатов
На рис. 1, a, изображена модель идеальной гекса-

гональной решетки саркомера, состоящей из миози-
новых филаментов в виде вытянутых в одном направ-
лении цилиндров. Одна из возможных плоскостей 
среза гексагональной решетки выделена желтым 
цветом. В данном случае она совпадает с плоскостью 
решетки, определяемой как плоскость, параллельная 
горизонтальным рядам филаментов гексагональной 
решетки. Оси среза X и Y лежат на плоскости среза. 
Ось Y направлена перпендикулярно филаментам, а 
ось X – перпендикулярно оси Y.

На рис. 1, б, гексагональная решетка повернута 
относительно плоскости среза. Плоскость решетки 
выделена зеленым. Угол между плоскостью решетки 
и осью Y, обозначенный, как α, определяет ориен-
тацию гексагональной решетки. Этот угол можно 
определить по муаровому узору, возникающему на 
изображении среза гексагональной решетки. Угол α 
не зависит от наклона решетки относительно плос-
кости среза, определяемого как поворот плоскости 
решетки вокруг оси Y. Для решения поставленной 
задачи нами был разработан специализированный 

Рис. 1. Модель гексагональной решетки: а – желтым вы-
делена одна из возможных плоскостей среза, совпадаю-
щая с плоскостью решетки, голубым выделены оси сре-
за; б – определение угла поворота α, плоскость решетки, 
повернутая относительно плоскости среза, обозначена 
зеленым

Fig. 1. Model of a hexagonal lattice: a – one of the possib-
le cross-sectional planes coinciding with the lattice plane is 
highlighted in yellow, the axes of the cross-sectional plane 
are highlighted in blue; б – determination of the rotation ang-
le α, the lattice plane rotated relative to the cross-sectional 
plane is shown in green

а б
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алгоритм определения угла α для каждого отдельного 
саркомера на основе данных СЗНТ.

Получаемые СЗМ-изображения срезов мышеч-
ных волокон совмещались в одно изображение в 
графическом редакторе. По срезам саркомеров на 
получившемся изображении для каждого саркомера 
определялся угол α – ориентация гексагональной ре-
шетки саркомера относительно плоскости среза. Для 
определения угла α использовалась полученная нами 
формула tg(α) = tg(β)tg(γ). Здесь β – угол наклона оси 
гексагональной решетки относительно плоскости 
среза, равный в нашей работе 15°, а γ – угол накло-
на муаровых полос на срезе саркомера относитель-
но прямой, перпендикулярной оси миофибриллы и 
параллельной Z-диску анализируемого саркомера, 
принимаемой нами за ось Y. Угол γ измерялся либо 

напрямую, либо при помощи двухмерного преобра-
зования Фурье, примененного к муаровым полосам 
соответствующего саркомера. При прямом измере-
нии углов γ на скане среза каждого анализируемого 
саркомера проводилась прямая, параллельная муаро-
вым полосам среза гексагональной решетки, и изме-
рялся угол γ, образованный этой прямой с осью Y.

Метод преобразования Фурье использовался 
в случае, когда прямое измерение угла γ наклона 
муаровых полос саркомера было затруднено из-за 
нечеткости скана муарового узора. На скане среза 
препарата выделялись прямоугольные фрагменты, 
каждый из которых содержал муаровый узор среза 
одного саркомера (рис. 2, а). Затем производилось 
двухмерное преобразование Фурье каждого из этих 
фрагментов (рис. 2, б). Максимум преобразования 

Рис.  2. Определение углов γ с помощью Фурье-преобразования: а  – фрагмент скана, содержащий муаровый узор 
одной гексагональной решетки, по осям отложены номера пикселей; б – двухмерное Фурье-преобразование этого 
фрагмента, по осям отложены номера пикселей, вертикальная шкала сопоставляет значение каждого пикселя Фурье-
преобразования с цветом; в – ось Y вместе с прямой, соединяющей максимум Фурье-преобразования и его центр, 
образуют угол 90° – γ

Fig. 2. Determination of the angle γ using the Fourier transform; a – scan fragment containing the moiré pattern of a single 
hexagonal lattice; pixel numbers are indicated along the axes; б – two-dimensional Fourier transform of the fragment, pixel 
numbers are shown along the axes, and the vertical scale maps the value of each pixel of the Fourier transform to a color; 
в – the Y-axis and the line connecting the Fourier transform maximum with its center form an angle of 90° – γ

а
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Фурье в виде пятна в определенном диапазоне частот 
давал информацию о муаровом узоре. Расстояние 
пятна от центра Фурье-преобразования определяло 
период муаровых полос, в данной работе этот пара-
метр не использовался. Угол между прямой, соеди-
няющей центр Фурье-преобразования и центр его 
максимума, и осью Y, равен 90° – γ (рис. 2, в). Этот 
угол выделялся и измерялся на Фурье-преобразова-
нии муара саркомера с помощью встроенной функ-
ции измерения углов в программе Nova. Суммарная 
погрешность определения угла поворота решетки α 
приведенными методами оценивается на уровне ±3°.

Статистическая обработка данных
Для проверки статистических гипотез использо-

вался тест Колмогорова–Смирнова. Статистическая 
обработка результатов выполнялась с использовани-
ем функций библиотеки SciPy программной среды 
Python.

Результаты
Сканирование среза препарата

Традиционным методом получения изображений 
молекулярных структур живых организмов являет-
ся электронная микроскопия, как трансмиссионная 
(ТЭМ), так и сканирующая (СЭМ). В частности, с 
помощью электронной микроскопии и томографии 
в ряде работ были получены и проанализированы 

изображения и трехмерные реконструкции структу-
ры миофибрилл [14–20, 26]. Используемые нами ме-
тоды СЗНТ, объединяющие сканирующую зондовую 
микроскопию и ультрамикротомию, позволяют также 
определять трехмерный нанорельеф поверхности, ее 
механические свойства, а также такие трехмерные 
характеристики, как нанопористость биологических 
материалов [27], топологические и морфологиче
ские параметры клеточно-инженерных конструкций 
и внутриклеточных структур [25, 28, 29].

В данной работе получены СЗМ-изображения сре-
зов препаратов мышечного волокна скелетной мыш-
цы крысы, дающие богатую информацию о строении 
миофибрилл. При помощи ультрамикротома были 
выполнены срезы препарата под углом 15° к оси мы-
шечного волокна, залитого в ловикрил, и получены 
СЗМ-изображения гексагональных решеток сарко-
меров под этим же углом, обозначаемым нами как 
угол β. Фрагмент скана поверхности препарата пред-
ставлен на рис. 3, а. Цвет пикселей определяется вы-
сотой рельефа в соответствии с приведенной шкалой. 
Миофибриллы и их срезы вытянуты слева направо, 
видны чередующиеся ряды I-зон (светлые полосы) и 
A-зон (темные полосы), перпендикулярные направ-
ленности миофибрилл. На рис. 3, б выделены срезы 
отдельных миофибрилл, A-зоны и Z-диски. На срезе 
каждого саркомера обозначен угол γ (см. раздел «Оп-
ределение ориентации гексагональной решетки»).

Рис. 3. Фрагмент скана среза препарата скелетной мышцы крысы в ловикриле: а – скан без разметки, по осям отложе-
ны микрометры, вертикальная шкала сопоставляет цвет каждого пикселя с высотой рельефа среза на этом пикселе; 
б – разметка фрагмента скана, синим контуром выделены срезы отдельных миофибрилл, голубые и зеленые линии 
на срезах саркомеров вместе образуют угол γ, красными контурами выделены середины Z-дисков, желтые контуры 
разграничивают A-зоны и I-зоны саркомеров

Fig. 3. Scan fragment of a rat skeletal muscle specimen embedded in Lowicryl: a – no annotation, the axed are indicated in mi-
crometers, and the vertical scale represents the height of the section’s surface relief by color coding each pixel; б – annotated 
scan fragment, blue outlines indicate cross-sections of individual myofibrils, the light blue and green lines on the sarcomere 
cross-sections form the angle γ, red outlines mark the centers of the Z-discs, while yellow outlines delineate the A-bands and 
I-bands of the sarcomeres
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Определение ориентации гексагональной 
решетки

На сканах срезов гексагональных решеток сар-
комеров возникает так называемый муаровый узор 
(рис. 4, а). Он представляет из себя выпуклые па-
раллельные полосы, направленные под некоторым 
углом к оси миофибриллы. Сами полосы состоят из 
параллельно идущих срезов миозиновых филамен-
тов. На рис. 4, б, обозначен угол γ наклона муаровых 
полос к оси Y, перпендикулярной оси миофибрил-
лы. По нему можно определить интересующий нас 
угол α ориентации гексагональной решетки саркоме-
ра относительно плоскости среза по формуле tg(α) = 
tg(β)tg(γ).

Угол α может принимать значения от –30° до 30°, 
так как ориентация гексагональной решетки повторя-
ется через каждые 60° из-за ее радиальной симмет-
рии. Всего угол α был измерен у 240 саркомеров по 
всей области сканирования. При этом 51 из 240 (21%) 
углов α оказался больше 30° по модулю. Такие зна-
чения не имеют смысла в рассматриваемой в работе 
модели гексагональной решетки. Они могут возни-
кать по нескольким причинам. Во-первых, возможно 
некорректное определение угла наклона муаровой 
решетки γ, так как большие углы γ, по модулю близ-
кие к 60° и более, имеют наибольшую погрешность 
определения. Во-вторых, возможно неточное соот-
ветствие заданного угла среза β фактическому углу 
наклона оси данной миофибриллы к плоскости среза, 
что приводит к систематической погрешности ис-
пользуемого в работе метода вычисления ориентации 
гексагональной решетки. Данные ошибки могут быть 
минимизированы путем разработки более сложного 

алгоритма вычисления углов поворота решетки α, с 
измерением дополнительного параметра шага муа-
ровых полос для каждого анализируемого саркомера 
и решением возникающей системы из двух уравне-
ний. Однако в рассматриваемом случае миофибрилл 
скелетных мышц отбрасываемые значения углов α 
не оказывают значимого влияния на статистическое 
распределение полученных результатов.

На гистограмме (рис. 5) представлено распределе-
ние ориентаций гексагональных решеток по распро-
страненности. Из гистограммы исключены значения 
углов α, больше 30° по модулю. Гистограмма показы-
вает, что у решеток на данной области сканирования 
нет предпочтительной ориентации.

Анализ поворотов гексагональных 
решеток

Одной из задач данной работы было проанализи-
ровать разности ориентаций (относительные пово-
роты) гексагональных решеток соседних саркомеров 
одной миофибриллы. Необходимо учитывать, что 
при срезе мышечных волокон под углом β = 15° срезы 
миофибрилл получаются короткими, проходящими 
всего через 1–3 саркомера миофибриллы.

На рис. 6, а, представлен скан части среза мио-
фибриллы. На срезах смежных саркомеров этой мио
фибриллы, разделенных Z-диском, видны муаровые 
узоры с разными углами наклона, обозначенными 
как γ1 и γ2 (рис. 6, б). Этим углам соответствуют ори-
ентации гексагональных решеток этих саркомеров 
α1 и α2. Разность α2 – α1 = x и является поворотом 
гексагональных решеток. 

Рис. 4. Скан среза A-зоны саркомера препарата скелетной мышцы: а – отчетливо видны муаровые полосы; б – угол 
наклона муаровых полос γ, голубым обозначена ось y, зеленая линия проходит параллельно муаровым полосам

Fig. 4. Cross-sectional scan of the A-band of a sarcomere of a skeletal muscle specimen: а – moiré fringes are clearly visible; 
б – determination of the inclination angle γ of the moiré fringes: the y-axis is shown in blue, and the green line runs parallel 
to the moiré fringes
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Рис. 5. Гистограмма распределения ориентаций α гексагональных решеток саркомеров со всего скана. По оси абсцисс 
отложены углы в градусах, а по оси ординат – количество решеток с данной ориентацией. Ширина каждого столбца 
диаграммы равна диапазону в три градуса. Столбцы, соответствующие не имеющим смысла значениям угла α, по 
модулю большим 30°, не показаны

Fig. 5. Histogram showing the distribution of α orientations of hexagonal sarcomere lattices across the entire scan. The x-axis 
represents angles (degrees), and the y-axis indicates the number of lattices with a given orientation. The width of each bar 
corresponds to a 3° interval. Bars representing non-informative values of α greater than ±30° are not shown

Рис. 6. Скан части среза миофибриллы препарата скелетной мышцы: а – скан без разметки; б – гексагональные решет-
ки двух соседних саркомеров этой миофибриллы имеют разные ориентации, на что указывают разные углы наклона 
муаровых полос двух этих саркомеров, обозначенные, как γ1 и γ2

Fig. 6. A scan of a section of a myofibril cross section of a skeletal muscle specimen: a – no annotation; б – the hexagonal lat-
tices of the two adjacent sarcomeres within this myofibril have different orientations, as indicated by the differing inclination 
angles of the moiré fringes of these two sarcomeres, denoted as γ1 and γ2
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Рис. 7. Гистограмма распределения углов поворота гексагональных решеток вдоль миофибрилл. По оси абсцисс от-
ложены повороты в градусах, а по оси ординат – вероятность такого поворота. Ширина каждого столбца диаграммы 
равна диапазону в пять градусов

Fig. 7. Histogram showing the distribution of rotation angles of hexagonal lattices along myofibrils. The x-axis represents 
rotations (degrees), and the y-axis indicates the probability of a given rotation. The width of each bar in the histogram corre-
sponds to a 5° interval

При этом из-за симметрии гексагональной решет-
ки ее повороты на x° и на (60 – |x|)° в противополож-
ную сторону представляют из себя одно и то же. По-
этому для удобства, если поворот x был больше 30° 
по модулю, ему присваивалось значение (60 – |x|)° с 
противоположным знаком, меньшее 30° по модулю. 
Таким образом, повороты могли принимать значения 
–30° ≤ x ≤ 30°.

В работе были вычислены разности ориентаций 
двух соседних гексагональных решеток для 112 сре-
зов миофибрилл по всей области сканирования, со-
держащих срезы 2 или 3 саркомеров, поэтому было 
получено более 112  поворотов. На  гистограмме 
(рис. 7) представлено распределение поворотов гек-
сагональных решеток по вероятности встретить та-
кой поворот в обработанных нами данных. Углам α, 
большим 30° по модулю, присваивалось значение 30° 
или –30°, в зависимости от их знака, после чего они 
использовались в вычислении поворотов. Повороты 
решеток не подчиняются нормальному распределе-
нию по тесту Колмогорова–Смирнова (p = 0,3). Гис-
тограмма показывает, что гексагональные решетки на 
данной области сканирования меняют свою ориента-
цию вдоль миофибрилл случайным образом.

Обсуждение
Существующие модели ультраструктурной орга-

низации саркомеров не описывают возможных ме-
ханизмов изменений взаимной ориентации гексаго-

нальных решеток в саркомерах, а также каких-либо 
закономерностей подобных изменений. Тем не менее 
исследования, выполненные методом рентгеновской 
микродифракции [21, 22], показывают, что, напри-
мер, у насекомых различных отрядов может наблю-
даться как высокая, так и низкая степень интеграль-
ной согласованности ориентаций гексагональных 
решеток в саркомерах, вплоть до полного отсутствия 
подобной согласованности. Однако данный метод 
позволяет лишь интегрально оценить степень со-
гласованности ориентаций решеток в объеме мио-
фибриллы, которая может включать в себя несколько 
сотен саркомеров.

Таким образом, вопрос об анализе относительных 
углов поворота решеток миофиламентов в последо-
вательных саркомерах на протяжении миофибриллы, 
а также соответствующих ультраструктурных осо-
бенностей систем миофиламентов на сегодняшний 
день остается открытым. В частности, это касается 
и мышечных тканей млекопитающих, для которых 
интегрально регистрируется промежуточная сте-
пень взаимной согласованности (поясничная мышца 
кролика) [22]. Это согласуется с полученными нами 
данными о низкой степени упорядоченности ориен-
таций гексагональных решеток вдоль миофибрилл в 
скелетных мышцах крысы.

Для решения поставленной задачи с использова-
нием сканирующей зондовой микроскопии (СЗМ) 
был проведен анализ СЗМ-изображений поверхности 
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продольных срезов миофибрилл в клетках мышечной 
ткани после среза ультрамикротомом и разработан 
алгоритм вычисления угловой ориентации гексаго-
нальных актин-миозиновых решеток по муаровым 
структурам на изображениях срезов саркомеров. 
Данный алгоритм универсален и применим для ана-
лиза миофибрилл любых мышечных тканей.

Известно, что миофиламенты образуют гексаго-
нальную решетку в А-зонах саркомеров миофибрилл. 
В I-зонах актиновые филаменты образуют тетраго-
нальную решетку, которая зафиксирована Z-диском, 
разграничивающим смежные саркомеры в миофиб-
рилле. При этом современные модели структуры 
Z-дисков, с высокой точностью подтверждаемые 
рядом ультраструктурных исследований [14–17], по-
казывают, что ориентации тетрагональных решеток 
актиновых миофиламентов смежных саркомеров со-
гласованы между собой структурой общего Z-диска. 
Однако остается открытым вопрос о согласованнос-
ти ориентаций тетрагональных решеток соседних 
Z‑дисков вдоль одной миофибриллы. В исследуе-
мом в работе образце поперечно-полосатой мыш-
цы Z‑диски смежных миофибрилл выстраивались в 
ряды, перпендикулярные миофибриллам, поэтому 
представляется целесообразным дальнейшая разра-
ботка алгоритмов для исследования закономерностей 
ориентаций тетрагональных решеток в этих рядах. 
Также можно исследовать наличие зависимостей 
ориентаций гексагональных решеток миофиламен-
тов и ориентаций смежных им тетрагональных ре-
шеток актиновых филаментов.

Разработанные методы и алгоритмы могут быть 
применены для анализа не только скелетных, но и 
сердечных мышечных клеток – кардиомиоцитов, в 
том числе и с контролируемыми патологическими 
изменениями. Известно, что белковый состав сокра-
тительного аппарата у кардиомиоцитов и миоцитов 
скелетной мускулатуры заметно отличается. В част-
ности, у человека примерами белков семейств миози-
на и актина, экспрессирующихся преимущественно 
в сердечной мышце, являются MYH6, MYL4, MYL7 
и ACTC1. Другое семейство, связанное с мышечным 
сокращением белков, – это тропонины, регулиру-
ющие связывание миозина с актином посредством 
конформационных различий, зависящих от концен-
трации ионов кальция в клетках. Два представителя 
семейства тропонинов, экспрессирующихся исклю-
чительно в сердце, – это TNNI3 и TNNT2. Другие 
примеры включают миозин-связывающий белок 
MYBPC3, влияющий на сокращение посредством 
образования поперечных мостиков в саркомере, и 
белок кальциевого канала CACNA1C, регулирую-
щий сокращение посредством входа ионов кальция 
в возбудимые клетки [30]. Также в ткани миокарда 
присутствуют вставочные диски, которые соединяют 
кпрдиомиоциты и обеспечивают механическую и 

электрическую связь между ними. При этом мио-
фибриллы в кардиомиоцитах даже в пределах одной 
клетки имеют заметно больший угловой разброс на-
правлений, чем в миоцитах скелетных мышц. Таким 
образом, нельзя исключать, что и аспекты нанострук-
турной организации миофиламентов, рассмотрен-
ные в данной работе, могут отличаться у кардиомио
цитов, что представляет интерес для дальнейших 
исследований.

Заключение
Анализ ориентаций решеток миофиламентов в 

смежных саркомерах с использованием технологии 
сканирующей зондовой нанотомографии позволил 
впервые в научной практике получить и статисти-
чески проанализировать данные о распределении 
их взаимных угловых поворотов. По результатам 
расчетов выявлена низкая степень согласованности 
ориентаций миозиновых решеток вдоль миофибрилл 
в скелетных мышцах крысы. Разработанные подходы 
и алгоритмы могут в дальнейшем быть применены 
для исследований особенностей наноструктуры мы-
шечных клеток различных видов.
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