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Аннотация. Исследовано токсическое действие ионов Pb2+ на C. elegans 
двух линий: линии дикого типа N2 и линии и CB1112 (cat-2 (e1112) II), у ко-
торой отсутствует эндогенный дофамин. Низкая, по  сравнению с  линией 
N2, чувствительность нематод линии cat-2 к токсическому действию ни-
трата свинца в концентрации 0.25–1.0 мМ позволила предположить, что 
мишенью негативного действия свинца на  организм C. elegans является 
дофаминергическая система. Наиболее вероятным механизмом нару-
шения функций дофаминергической системы ионами Pb2+ может быть 
нарушение синтеза дофамина дофаминергическими нейронами. В пользу 
этого предположения свидетельствует восстановление способности нема-
тод линии дикого типа N2 к плаванию при совместном действии нитрата 
свинца и  дофамина. Отсутствие терапевтического действия дофамина 
на локомоцию нематод линии cat-2, нарушенную нитратом свинца, может 
быть связано с особенностями функционирования нейронной сети, регу-
лирующей локомоцию, в отсутствие дофамина.

Ключевые слова: Caenorhabditis elegans, ионы свинца, дофамин, нейроток-
сичность, поведение.

Введение

Одним из  распространенных загрязнителей 
окружающей среды является свинец. Токсиче-
ское действие свинца на  организмы человека 

и животных во многом определяется его способностью 
замещать двухвалентные катионы (Ca2+, Zn2+ и  другие) 
в  биологических молекулах [1–3]. Известно, что ионы 
Pb2+ способны вызывать окислительный стресс, нару-
шать синтез гема и  оказывать токсическое действие 
на  нервную систему [3–5]. Нейротоксическое дей-

ствие свинца в  настоящее время активно изучается. 
Свинец нарушает ГАМКергическую, холинергическую 
и  дофаминергическую синаптическую трансмиссию 
[2, 5]. В концентрации 10 мкг/100 мл крови свинец вы-
зывает нарушения когнитивных и  моторных функций 
у детей и взрослых [5–6]. Токсическое действие ионов 
Pb2+ на нервную систему во многом сходно с действи-
ем ионов Mn2+. Механизмом нейротоксического мар-
ганца является дегенерация дофаминергических ней-
ронов [7–9]. Сходство нарушений функций нервной 
системы, вызванных свинцом и  марганцем, позволяет 
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предположить, что одним из  механизмов нейроток-
сического действия ионов Pb2+ является нарушение 
функций дофаминергической системы. Целью насто-
ящей работы явилась экспериментальная проверка 
этой гипотезы с использованием в качестве модельно-
го организма свободноживущей почвенной нематоды 
Caenorhabditis elegans. C. elegans на протяжении не-
скольких десятилетий используется в  биологических, 
в  том числе токсикологических исследованиях благо-
даря простоте строения тела и удобству выращивания 
в лаборатории. Нервная система C. elegans, состоящая 
всего из 302 нейронов, хорошо изучена методами мо-
лекулярной и клеточной биологии [10–11] .

Материалы и методы исследования

В экспериментах использовали молодых поло-
возрелых Caenorhabditis elegans двух линий: линии 
дикого типа N2 и  CB1112 (cat-2 (e1112) II). Обе линии 
были получены из Caenorhabditis Genetics Center. У не-
матод линии cat-2 отсутствует фермент тирозингидрок-
силаза — ключевой фермент синтеза дофамина [1, 12] .

Нематод выращивали при 22 °C в стеклянных чашках 
Петри диаметром 10 см на стандартной среде выращи-
вания нематод (3 г/л NaCl, 17 г/л бактоагар, 2.5 г/л бак-

топептон, 5 мг/л холестерин, 1 мМ CaCl2, 1 мМ MgSO4, 25 
мМ калийфосфатный буфер (pH  6.0)) [10]. Для кормле-
ния нематод использовали E. coli OP50 [10]. Экспери-
менты проводили в NG буфере (pH 7.0), состав которого 
соответствует составу среды выращивания нематод, 
из которой исключены агар, пептон и холестерин [10]. 
При подготовке эксперимента нематод переносили 
с поверхности агара в стеклянную центрифужную про-
бирку объемом 10 мл и дважды отмывали 10 мл NG бу-
фера от  агара, бактерий и  экзометаболитов. В  третий 
раз C. elegans отмывали 10 мл 85 мМ NaCl.

Все эксперименты проводили при 22  °C с  немато-
дами, инкубированными индивидуально в стеклянных 
стаканчиках с нитратом свинца, дофамином и NG буфе-
ром. Конечный объем среды инкубации  — 1 мл. Кри-
терием действия химических веществ служила способ-
ность нематод поддерживать спонтанную локомоцию. 
Поведение нематод фиксировали каждые 30 минут 
с  использованием стереоскопического микроскопа 
SMZ-05. Эксперименты проводили в  четырех повтор-
ностях, для каждой концентрации свинца и в контроль-
ном варианте использовали 30 нематод.

Статистическую обработку проводили с  использо-
ванием углового преобразования Фишера φ*.

Рис. 1. Доля нематод, сохранивших способность к плаванию после 30-минутной инкубации 
с нитратом свинца и/или дофамином
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Результаты  
и обсуждение

Для выяснения возможности участия дофаминерги-
ческой системы в модуляции чувствительности к ионам 
свинца были проведены эксперименты по  совместно-
му действию дофамина и Pb (NO3) 2 на C. elegans двух 
линий — линии дикого типа N2 и линии CB1112 (cat-2 
(e1112) II) с мутацией гена cat-2, кодирующего ключе-
вой фермент синтеза дофамина тирозингидроксилазу.

Введение в  среду инкубации дофамина в  концен-
трации 8 мМ уже через 30 минут приводило к  поте-
ре способности к  плаванию у  25% нематод линии N2 
(рис.  1). При увеличении времени экспозиции до  120 
минут спонтанная локомоция сохранялась у  37.5% C. 
elegans этой линии (рис.  4). Нитрат свинца в  концен-
трации 0.25, 0.5 и 1 мМ вызывал снижение доли нема-
тод, сохранивших спонтанную локомоцию. Негативное 
действие Pb (NO3) 2 на поведение нематод усиливалось 
при увеличении концентрации и  времени экспозиции 
к нему (рис. 1–4). Добавление в среду инкубации 8 мМ 
дофамина ослабляло негативное действие нитрата 
свинца на  спонтанную локомоцию нематод линии N2. 
Это проявлялось в  увеличении доли нематод, способ-
ных к плаванию (рис. 1–4).

C. elegans линии cat-2 были менее чувствительны 
как к дофамину, так и к нитрату свинца. При инкубации 
в среде с 8 мМ дофамина все нематоды этой линии со-
храняли спонтанную локомоцию в  течение 60 минут. 
В  последующие 60 минут доля нематод, сохранивших 
способность к плаванию, уменьшилась незначительно 
(рис. 1–4). Pb (NO3) 2 в концентрации 0.25 мМ не оказы-
вал токсического действия на  поведение C. elegans 
линии cat-2. Нитрат свинца в концентрации 0.5 мМ вы-
зывал потерю способности к  плаванию у  части нема-
тод этой линии только после 90-минутной экспозиции 
к нему. В концентрации 1 мМ нитрат свинца не вызывал 
значительных нарушений поведения в первые 60 минут 
экспозиции; достоверное уменьшение доли нематод, 
сохранивших способность к  плаванию, наблюдалось 
через 90 и  120 минут. Добавление в  среду инкубации 
8 мМ дофамина не  оказывало терапевтического дей-
ствия на поведение C. elegans линии cat-2 (рис. 1–4).

Ионы свинца оказывают негативное действие 
на  локомоцию, развитие, продолжительность жизни 
и  способность к  обучению C. elegans. Ионы свинца 
могут вызывать нарушения локомоции нематод и  их 
способность к  термотаксису [11, 13–14]. В  этой рабо-
те показана низкая, по  сравнению с C. elegans линии 
N2, чувствительность спонтанной локомоции нематод 

Рис. 2. Доля нематод, сохранивших способность к плаванию после 60-минутной инкубации 
с нитратом свинца и/или дофамином
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линии cat-2 к токсическому действию Pb (NO3) 2 в кон-
центрации 0.25–1.0 мМ (рис. 1–4). В работе Akinyemi et 
al. [1] показано, что одночасовая обработка личинок 
C. elegans первого возраста L1 ацетатом свинца в кон-
центрации 2.5 и 5 мМ вызывает дегенерацию 40 и 80% 
дофаминергических нейронов соответственно. При 
этом уровень эндогенного дофамина снижается с 3 нг/
мг белка у необработанных личинок до 2 и 1 нг/мг бел-
ка у личинок, обработанных соответственно 2.5 и 5 мМ 
ацетата свинца. У  C. elegans линии cat-2 эндогенный 
дофамин выявлен не был [1].

Возможным объяснением различий чувствительно-
сти нематод линий N2 и cat-2 к нитрату свинца, выяв-
ленных в  нашей работе, может быть разный уровень 
эндогенного дофамина. Дофамин необходим для ре-
ализации многих форм поведения беспозвоночных, 
таких как локомоция, восприятие химических и  меха-
нических стимулов, откладка яиц, обучение и  память. 
У C. elegans одной из главных функций дофамина яв-
ляется регуляция локомоции. Известно, что дофамин 
участвует в  уменьшении скорости спонтанной двига-
тельной активности и полном ее прекращении у нема-
тод при контакте с пищей и в период линьки. Действие 
экзогенного дофамина на нервную систему C. elegans 
имитирует состояние организма с  повышенным уров-

нем эндогенного дофамина. В  наших экспериментах 
введение в среду инкубации 8 мМ дофамина повыша-
ло его концентрацию во внутренней среде организмов 
нематод и  вызывало снижение спонтанной двигатель-
ной активности у 25–62.5% нематод линии N2 и почти 
не  оказывало влияния на  локомоцию нематод линии 
cat-2 (рис.  1–4). Возможным объяснением отсутствия 
чувствительности спонтанной двигательной активно-
сти C. elegans линии cat-2 к  экзогенному дофамину 
может быть сохранение пониженного уровня дофами-
на во внутренней среде организма из-за низкой прони-
цаемости кутикулы.

При совместном введении в  среду инкубации Pb 
(NO3) 2 и дофамина у части нематод линии N2 восстанав-
ливалась способность к плаванию. У C. elegans линии 
cat-2 экзогенный дофамин не  оказывал достоверного 
влияния на чувствительность плавания к нитрату свин-
ца (рис. 1–4). Ионы свинца не только вызывают гибель 
дофаминергических нейронов, но  и  повышают актив-
ность транспортного белка DAT-1, осуществляющего 
обратный захват дофамина, что приводит к повышению 
уровня дофамина в пресинаптических нейронах и сни-
жению его содержания в межклеточном пространстве 
[1]. Возможным объяснением отсутствия терапевти-
ческого действия экзогенного дофамина на  нематод 

Рис. 3. Доля нематод, сохранивших способность к плаванию после 90-минутной инкубации 
с нитратом свинца и/или дофамином
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линии cat-2 является сохранение низкого уровня до-
фамина во  внутренней среде организма вследствие 
слабой его проницаемости через кутикулу.

Известно, что дофамин модулирует скорость секре-
ции ацетилхолина холинергическими моторными ней-
ронами AVA, AVB, AVD и  PVC в  сети нейронов, регули-
рующих локомоцию нематод [15–17]. Активность этих 
нейронов модулируется дофамином и  серотонином. 
Ранее было показано снижение уровня эндогенного 
дофамина ацетатом свинца у  нематод линии дикого 
типа N2 [1]. В  наших экспериментах снижение уров-
ня эндогенного дофамина нитратом свинца выража-
лось в нарушениях моторной программы плавания C. 
elegans линии N2 (рис.  1–4). В  регуляции локомоции 
нематод принимают участие два типа рецепторов до-
фамина — DOP-1 и DOP-3. Эти рецепторы необходимы 
как для начальной фазы плавания, так и для длительно-
го его поддержания. Активация разных рецепторов до-
фамина может оказывать противоположное действие 
на скорость локомоции [15, 18–19]. Возможное объяс-
нение результатов наших экспериментов заключается 
в  следующем. Введение в  среду инкубации экзоген-
ного дофамина компенсирует снижение содержания 
эндогенного дофамина нитратом свинца в организмах 

C. elegans линии N2 и, как следствие, повышает дофа-
минергическую трансмиссию и активирует рецепторы, 
повышающие скорость локомоции. Функционирова-
ние нейронной сети, контролирующей локомоцию 
нематод, подробно изучено у  C. elegans линии дико-
го типа N2. Каким образом осуществляется регуляция 
локомоции у нематод мутантных линий с нарушенным 
синтезом биогенных аминов, в частности, у линии cat-
2, в научной литературе не описано.

Заключение

В работе исследовано токсическое действие ионов 
Pb2+ на  C. elegans двух линий: линии дикого типа N2 
и  линии cat-2, у  которой отсутствует эндогенный до-
фамин. Показана низкая, по  сравнению с  линией N2, 
чувствительность нематод линии cat-2 к  токсическо-
му действию нитрата свинца в  концентрации 0.25–1.0 
мМ. Это позволило сделать вывод о том, что мишенью 
негативного действия свинца на  организм C. elegans 
является дофаминергическая система. Наиболее веро-
ятным механизмом нарушения функций дофаминер-
гической системы ионами Pb2+ может быть нарушение 
синтеза дофамина дофаминергическими нейронами. 
В  пользу этого предположения свидетельствует вы-

Рис. 4. Доля нематод, сохранивших способность к плаванию после 120-минутной инкубации 
с нитратом свинца и/или дофамином
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явленное нами восстановление способности нематод 
линии дикого типа N2 к  плаванию при совместном 
действии нитрата свинца и  дофамина. Отсутствие те-
рапевтического действия дофамина на  локомоцию 

нематод линии cat-2, нарушенную нитратом свинца, 
может быть связано с особенностями функционирова-
ния нейронной сети, регулирующей локомоцию, в от-
сутствие дофамина.
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