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На сегодняшний день установлено, что из 40 се‑
мейств олигохет (Annelida: Clitellata: Oligochaeta) 
только четыре содержат светящиеся виды. В основ‑
ном это довольно крупные тропические и субтро‑
пические черви. Сравнительное исследование 13 ви‑
дов из шести родов трёх семейств (Acanthodrilidae, 
Lumbricidae, Megascolecidae), проведённое в конце 
прошлого века [1, 2], выявило единый тип люмине‑
сценции у этих червей. При раздражении все они 
выделяют целомическую жидкость, в клетках кото‑
рой сосредоточена зависимая от содержания пере‑
кисей биолюминесцентная система. Алифатический 
альдегид N‑изовалерил‑3‑аминопропаналь (люци‑
ферин американской акантодрилиды Diplocardia 
longa) проявляет себя как универсальный субстрат 
в реакции люминесценции экстрактов целомической 
жидкости любой из этих олигохет, так как их люци‑
ферины являются его аналогами. Однако спектры 
их люминесценции различаются в диапазоне 500–
570 нм, что определяется индивидуальностью чер‑
вяковых люцифераз. При этом люцифераза D. longa 
(фермент с Mr 300 кДа [3]) также способна стиму‑
лировать свечение экстрактов всех 13 видов. Био‑
люминесцентная система D. longa стала своеоб‑
разным эталоном для светящихся олигохет, и по‑
стулат о едином механизме их биолюминесценции 
продержался более 20 лет.

Открытие и исследование новых видов светя‑
щихся червей сем. Enchytraeidae в Сибири —  Fri­
dericia heliota и Henlea sp. —  показало, что их биолю‑

минесцентные  системы  отличаются  как  друг 
от друга, так и от всех ранее известных систем [4]. 
Для светоизлучения F. heliota необходимы пять ком‑
понентов: люцифераза, люциферин, АТФ, ион маг‑
ния и кислород. Структура люциферина F. heliota 
уже расшифрована, сделано полное описание уни‑
кального механизма биолюминесценции этой эн‑
хитреиды [5, 6].

Для светящихся Henlea sp. недавно были установ‑
лены два близкородственных вида: Henlea petushkovi 
встречаются в окрестностях Красноярска, а Henlea 
rodionovae обитают в Иркутской области. Эти энхи‑
треиды различаются рядом морфологических и ана‑
томических особенностей [7] и имеют биолюминес‑
центную систему, включающую четыре основных 
компонента: люциферазу, люциферин, ион кальция 
и кислород [8]. Недавно в ходе очистки люциферина 
Henlea sp. были обнаружены ещё два низкомолеку‑
лярных компонента, обладающих флуоресцентными 
свойствами и способных активировать люминес‑
ценцию реакционной смеси in vitro. Предполагается, 
что именно они (или один из них), а не люциферин 
являются эмиттерами в люминесцентной реакции 
этих червей [9]. Таким образом, на примере сибир‑
ских энхитреид экспериментально было доказано 
разнообразие типов люциферин‑люциферазных 
систем почвенных червей, что пробудило новую 
волну интереса к этой теме.

Исследователи европейской Eisenia lucens (= Lum­
bricus submontana Vejdovský,  1875)  в  2016  г.  за‑
явили [10], что механизм биолюминесценции этой 
люмбрициды также отличается от других, ранее 
известных. Им не удалось разделить люциферин 
и люциферазу и воспроизвести реакцию биолюми‑
несценции in vitro, но они, проведя аналогию с ме‑
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ханизмом бактериальной биолюминесценции, пред‑
положили,  что  эмиттером  излучения  E. lucens 
(493 нм) служит рибофлавин, содержащийся в це‑
ломоцитах. Коллеги прислали нам живых E. lucens 
для проведения перекрёстных реакций с сибирскими 
энхитреидами.

Во Франции несколько лет назад случайно был 
установлен факт свечения давно известного почвен‑
ного червя Avelona ligra (= Octolasium ligrum Bouche, 
1969). Сюжет об этом в научно‑популярном фильме 
BBC “Attenborough’s Life That Glows” 2016 г. содер‑
жит прекрасные кадры синей биолюминесценции 
этой любрициды. Нам удалось получить лиофильно 
высушенный образец одной особи A. ligra.

Недавно в пробах почвы, собранных в посёлках 
на берегах оз. Байкал, мы обнаружили ещё один 
биолюминесцентный вид олигохет —  Microscolex 
phosphoreus. Эта акантодрилида родом из Южной 
Америки широко распространилась по всему миру, 
но в Сибири её ранее не находили [11]. Кроме живых 
байкальских микросколексов, лиофилизированные 
образцы M.phosphoreus, а также мегасколециды Pon­
todrilus litoralis (= Pontodrilus bermudensis Beddard, 
1891) мы получили из Японии.

Образец североамериканской акантодрилиды 
Diplocardia longa нам достать не удалось, но мы син‑
тезировали  её  люциферин  —   N‑изовалерил‑3‑
аминопропаналь.

Настоящая работа посвящена сравнительному 
исследованию биолюминесцентных систем семи 
видов из четырёх семейств олигохет. Исследование 
включало установление типов люциферин‑люци‑
феразных систем с помощью кросс‑реакций и опре‑
деление молекулярных масс люцифераз с помощью 
метода гель‑фильтрации. Впервые для подобного 
исследования мы применили три разнотипных лю‑
циферина: синтетический N‑изовалерил‑3‑амино‑
пропаналь и нативные люциферины F. heliota и Hen­
lea sp.

Для приготовления бесклеточных экстрактов 
использовали водные гомогенаты замороженных 
H. petushkovi, H. rodionovae, F. heliota, M. phosphoreus 
(1 г/5 мл) и лиофильно высушенных M. phosphoreus, 
P. litoralis, A. ligra (1 г/20 мл), а также замороженную 
целомическую жидкость, собранную после элект‑
рической стимуляции живых M. phosphoreus и E. lu­
cens в небольшом количестве воды. Клетки допол‑
нительно разрушали ультразвуком в течение 10 мин 
на ледяной бане, применяя дезинтегратор Sonics 
Vibra‑Cell (“Sonics & Materials, Inc.”, США, диаметр 
зонда 13 мм, амплитуда 60 мкм). Полученные лизаты 
центрифугировали при 4 °C (центрифуга XPN‑100 

с угловым ротором Ti 50.2, “Beckman Coulter”, США, 
140 000 g, 5 мин). Супернатанты отделяли и исполь‑
зовали для дальнейшего хроматографирования.

На колонку Superdex 200 10/300 GL (“GE Health‑
Care”, США) в каждом случае наносили 100 мкл 
супернатанта. Гель‑фильтрацию проводили в 10 мМ 
фосфатном буфере (pH 7,0), содержащем 100 мМ 
NaCl, со скоростью 0,7 мл/мин при комнатной тем‑
пературе. Колонку калибровали, используя вещества 
с известной молекулярной массой: ферритин, аль‑
долаза, каталаза, бычий сывороточный альбумин, 
овальбумин, миоглобин, рибонуклеаза, цитохром c, 
рибофлавин. Для определения пиков с люцифераз‑
ной активностью полученные фракции тестировали 
в реакциях с соответствующими люциферинами 
и косубстратами. Использовали высокоочищенные 
препараты нативных люциферинов энхитреид F. he­
liota и H. petushkovi, а также люциферин D. longa, 
полученный синтетическим путём.

Изначально все свежеприготовленные суперна‑
танты обладали высокой люминесцентной актив‑
ностью, которая со временем значительно —  на по‑
рядки —  снижалась. Вернуть свечение на прежний 
уровень можно было добавками специфических для 
каждого вида червей субстратов. Для F. heliota это 
был АТФ, для H. petushkovi и H. rodionovae —  термо‑
активированный нативный люциферин [9], для 
M. phosphoreus и P. litoralis —  люциферин D. longa, 
для  E. lucens  —   перекись  водорода.  Очевидно, 
именно эти компоненты “выгорали” в биолюми‑
несцентной реакции первыми и лимитировали све‑
чение бесклеточных экстрактов.

Интересно, что добавление синтетического лю‑
циферина D. longa почти не сказывалось на люми‑
несценции супернатанта E. lucens, притом что пере‑
кись  водорода  стимулировала  люминесценцию 
в 100 раз и более. Зато после полного падения ин‑
тенсивности свечения (или при сильном разведении 
супернатанта) биолюминесцентный ответ на добав‑
ление люциферина D. longa возрастал. В экспери‑
менте к супернатанту E. lucens (10 мкл в 100 мкл 
0.1 М фосфатного буфера, рН 7) сначала добавляли 
1 мкл этанола в качестве контроля, а затем 1 мкл 
раствора синтетического люциферина D. longa в эта‑
ноле  (10  мкг/1  мкл),  после  чего  фиксировали 
вспышку света (рис. 1а). При последовательном 
добавлении 1 мкл люциферина D. longa и 1 мкл 0,03% 
перекиси водорода к супернатанту (25 мкл в 100 мкл 
0,1 М фосфатного буфера, рН 7) мы наблюдали двух‑
этапную стимуляции люминесценции (рис. 1б), как 
и в экспериментах группы Wampler с другими 13 ви‑
дами светящихся олигохет [1]. Отметим, что интен‑
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сивность люминесценции E. lucens с люциферином 
D. longa линейно зависела от концентрации белко‑
вого экстракта (рис. 1), что позволило нам предпо‑
ложить наличие лишь одного ключевого для реакции 
светоизлучения фермента —  люциферазы.

В эксперименте с A. ligra свежеприготовленный 
из лиофильно высушенного червя экстракт светился 
голубым светом, следовательно, компоненты его 
биолюминесцентной системы на тот момент были 
сохранны. После обнаружения факта быстрого па‑
дения интенсивности свечения мы решили провести 
поиск реагентов, стимулирующих люминесценцию 
экстракта. Перекрёстные реакции с белковыми экс‑
трактами всех наличествующих червей дали отри‑
цательный результат. Ответ на добавление люцифе‑
рина  Henlea sp.  и  синтетического  люциферина 
D. longa как без перекиси, так и с ней также был 
отрицательным.

Отличительной особенностью A. ligra и сибир‑
ской энхитреиды F. heliota является стационарная, 
а не секретируемая биолюминесценция. Их люми‑
несцентные образования расположены на теле, 
а не в целомической жидкости. Логично было ожи‑
дать, что люминесцентная система A. ligra может 
оказаться похожей на АТФ‑зависимую систему F. he­
liota. Проверка показала, что при внесении 10 мкл 
бесклеточного экстракта A. ligra в реакционную 
смесь, используемую для F. heliota (100 мкл 20 мМ 
трис‑HCl‑буфера, рН 8,1, содержащего 1 мМ Mg2+ 
и 0,1% тритонf Х100), добавка 1 мкл 10 мМ АТФ 
действительно стимулировала биолюминесценцию 
(рис. 2). При этом ответ на добавление нативного 
люциферина F. heliota, как до, так и после АТФ, был 
отрицательным. Увеличение концентрации добав‑
ляемого люциферина в 10 и в 100 раз ситуации не из‑
менило. Экстрагировать люциферин A. ligra, исполь‑
зуя методику для F. heliota, нам пока не удалось 
по причине недостатка биологического материала.

Метод гель‑фильтрации часто применяется для 
определения молекулярной массы белков, хотя его 
точность зависит от формы и величины молекул. 
При хроматографировании происходит разделение 
компонентов биолюминесцентной системы, поэтому 
все фракции на выходе с колонки не обладали са‑
мостоятельной люминесценцией. Белковый состав 
наносимых на колонку супернатантов сильно зави‑
сел от способа их приготовления: из целых червей 
(замороженных или лиофильно высушенных) или 
из целомической жидкости. Так, у M. phosphoreus, 
несмотря на разное количество пиков, время удер‑
живания целевых пиков с люциферазной активно‑
стью для всех трёх вариантов практически совпало 
(рис. 3). Этот факт также свидетельствует о схожести 
люцифераз M. phosphoreus из Иркутской области 
и из Японии. Сибирские микросколексы при этом 
светились ярко‑зелёным светом со спектральным 
максимумом при 530 нм, а японские —  жёлто‑зелё‑
ным светом с максимумом при 538 нм (табл. 1).

Для H. petushkovi и H. rodionovae время удержи‑
вания люцифераз полностью совпало (рис. 3), что 
ещё раз подтверждает общность биолюминесцент‑
ных систем этих видов из разных регионов РФ.
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Рис. 1. Динамика люминесценции разной концентрации белкового супернатанта Eisenia lucens в ответ на добавление 
люциферина D. longa (а) и последовательное добавление люциферина D. longa и перекиси водорода (б).
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Рис. 2. Динамика люминесценции бесклеточного 
экстракта Avelona ligra в ответ на добавление АТФ.
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Кажущиеся молекулярные массы люцифераз 
шести видов биолюминесцентных олигохет, рассчи‑
танные по времени удерживания при гель‑фильтра‑
ции на колонке Superdex 200, приведены в табл. 1. 
Для седьмого вида —  A. ligra —  обнаружить люци‑
феразную фракцию не удалось ввиду отсутствия 
специфичного к люциферазе тестового люциферина.

Люминесцентную активность белковых фракций 
E. lucens тоже долго не удавалось зафиксировать при 
стандартной процедуре тестирования. Лишь сто‑
кратное увеличение концентраций люциферина 
D. longa и перекиси водорода дало возможность об‑
наружить два пика с люминесцентной активностью. 
Один пик элюировался в свободном объёме колонки 
и соответствовал кажущейся Mr > 400 кДа. Вероятно, 

эта фракция содержала комплексы люциферазы 
с различными компонентами гомогената, а второй, 
доминантный, пик на 220 кДа принадлежал самой 
люциферазе E. lucens. Использование повышенной 
концентрации N‑изовалерил‑3‑аминопропаналя 
для реакции с люциферазой E. lucens мог свидетель‑
ствовать о том, что нативный люциферин этой люм‑
брициды структурно отличался от люциферина 
D. longa, в отличие от его аналогов у M. phosphoreus 
и P. litoralis.

В каждом эксперименте, обнаружив пик с люци‑
феразной активностью с помощью соответству‑
ющего тестового люциферина, мы старались оты‑
скать в низкомолекулярных фракциях нативный 
червяковый люциферин, используя перекрёстную 
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Рис. 3. Время удерживания люцифераз из супернатанта почвенных червей разных видов при гель‑фильтрации на ко‑
лонке Superdex 200.

Таблица 1. Сравнение люминесцентных систем почвенных червей

Вид, семейство
Локализация  

люминесценции
Максимум 

эмиссии, нм
Принадлежность 

люциферина
Люцифераза, 

кДа
Участие 

Н2О2

Участие АТФ 
и ионов

рН

Microscolex 
phosphoreus, 
Acanthodrilidae

Целомоциты,  
секреция

538 [12] 
530 [11]

D. longa 125 [13] + – 7

Pontodrilus litoralis, 
Megascolecidae

Целомоциты,  
секреция

540 [2] D. longa 230 + – 7

Eisenia lucens, 
Lumbricidae

Целомоциты,  
секреция

493 [10] D. longa 220 + – 7

Henlea petushkovi, 
Enchytraeidae

Целомоциты,  
секреция

464 Henlea sp. 77 – Ca2+ 8,2

Henlea rodionovae, 
Enchytraeidae

Fridericia heliota, 
Enchytraeidae

Эпидермальные 
клетки

478 F. heliota 43 – АТФ, Mg2+ 7,3

Avelona ligra, 
Lumbricidae

Эпидермальные 
клетки

470–490 A. ligra ? – АТФ, Mg2+ ?
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реакцию с фракцией люциферазы. В супернатантах 
из замороженных червей F. heliota, H. petushkovi, 
H. rodionovae и M. phosphoreus люцифериновые фрак‑
ции определялись хорошо, т. е. концентрации этих 
люциферинов были достаточно высоки. Но в случаях 
с лиофильно высушенными препаратами M. phos­
phoreus и P. litoralis детектировать их люциферины 
на выходе с колонки не удалось. Возможно, они 
разрушились в процессе сушки червей либо “выго‑
рели” как субстраты биолюминесцентной реакции 
в течение долгой процедуры приготовления гомо‑
генатов и супернатантов.

Нам не удалось найти фракцию люциферина 
в организме E. lucens. При электростимуляции этих 
червей происходил выброс целомической жидкости, 
светящейся ярко, но кратковременно. Субстраты 
при этом “сгорали” в реакции биолюминесценции 
с максимальной эффективностью. А сильное разве‑
дение фракций в ходе гель‑фильтрации является 
дополнительным фактором того, что при перекрёст‑
ной реакции интенсивность светового сигнала ока‑
зывается ниже порога чувствительности биолюми‑
нометра.

Таким образом, в результате настоящего иссле‑
дования мы впервые установили, что среди ныне 
известных светящихся олигохет в биолюминесцен‑
ции участвуют четыре типа биолюминесцентных 
систем —  четыре разновидности люциферинов и со‑
вершенно разные по молекулярной массе люцифе‑
разы (табл. 1).

Ранее считалось, что все светящиеся черви се‑
мейств Megascolecidae, Acanthodrilidae и Lumbricidae 
имеют зависимую от содержания перекиси систему, 
подобную таковой D. longa. Некоторые сомнения 
у ряда исследователей вызывала биолюминесценция 
люмбрициды Eisenia lucens, но нам всё‑таки удалось 
зарегистрировать положительный ответ при пере‑
крёстной реакции люциферазной фракции E. lucens 
с люциферином D. longa. А вот люциферин другой 
люмбрициды, Avelona ligra, согласно полученным 
данным, определённо не был аналогом люциферина 
D. longa, и в этом случае для реакции светоизлучения 
требовалась не перекись, а АТФ. Поэтому можно 
утверждать, что принадлежность к конкретному 
семейству олигохет не определяет тип биолюминес‑
центной системы червей.

Химическая природа люциферина E. lucens, не‑
смотря на свидетельство его причастности к группе 
аналогов N‑изовалерил‑3‑аминопропаналя, всё ещё 
остаётся  невыясненной и  требует  дальнейшего 
изучения.

Ещё более интересна ситуация с A. ligra. На ос‑
нове полученных данных уже сейчас можно уве‑
ренно утверждать, что люциферин A. ligra уникален 
и исследование его наряду с люциферазой в будущем 
приведёт к описанию четвёртого типа биолюминес‑
центной системы среди почвенных червей.
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The results of a comparative study of the luciferin–luciferase systems of seven species of bioluminescing oligo‑
chaetes — Henlea petushkovi, Henlea rodionovae, Fridericia heliota (Enchytraeidae), Microscolex phosphoreus 
(Acanthodrilidae), Pontodrilus litoralis (Megascolecidae), Eisenia lucens, and Avelona ligra (Lumbricidae) — are 
presented.

Keywords: bioluminescence, earthworms, luciferin, luciferase, Henlea sp., Fridericia heliota, Microscolex phos­
phoreus, Pontodrilus litoralis, Eisenia lucens, Avelona ligra.
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