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Аннотация. Цель: изучение способности антибактериального препарата 
диоксидина индуцировать разрывы ДНК в клетках C. elegans с помощью 
метода тотального гель-электрофореза генетического материала не-
матоды. Одним из  перспективных для широкого внедрения в  практику 
генотоксикологических исследований является нематода Caenorhabditis 
elegans, которая отличается простотой культивирования и  является мо-
дельным объектом в различных генетических исследованиях.

Методы: в исследовании в качестве тест-системы использовалась культу-
ра нематод C. elegans Bristol N2, которая выращивалась при 21оС на твер-
дой агарозной NGM-среде на питательном газоне использовалась культура 
бактерий Escherichia coli ОР50. В  качестве генотоксиканта использовался 
диоксидин, генотоксические свойства которого подтверждены во многих 
работах с прокариотами. Положительные контроли — бетапропиолактон 
(0.015М) и перекись водорода (0.1М), антиоксидант — N-ацетил-цистеин 
(АЦЦ).

Результаты: изучение генотоксичности диоксидина на C. elegans методом 
гель-электрофореза тотальной ДНК показал, что диоксидин в  концен-
трациях 0.002М — 0.0045М вызывал разрывы молекул ДНК нематоды. 
В свою очередь, антиоксидант N-ацетил-цистеин в концентрациях 0.01М 
и 0.001М снижал уровень генотоксичности диоксидина, что отражает за-
висимое от концентрации защитное действие антиоксиданта АЦЦ, умень-
шающее количество разрывов ДНК, вызываемых диоксидином.

Выводы: изучение генотоксичности антибактериального агента диокси-
дина на  нематоде C. elegans показало, что она является чувствительной 
тест-системой, в связи с чем может быть рекомендована для тестирова-
ния химических факторов окружающей среды на генотоксичность.

Ключевые слова: Caenorhabditis elegans, диоксидин, генотоксичность, раз-
рывы ДНК, окислительный стресс, тест-система, антиоксидант ацетилци-
стеин.
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Summary. Objective: to study the ability of the antibacterial drug 
dioxidin to induce DNA  breaks in C. elegans cells using the method 
of total gel electrophoresis of nematode genetic material. One of 
the promising ones for widespread introduction into practice of 
genotoxicological studies is the nematode Caenorhabditis elegans, 
which is characterized by simplicity of cultivation and is a model object 
in various genetic studies.

Methods: in the study, a culture of C. elegans Bristol N2 nematodes 
was used as a test system, which was grown at 21oC on a solid agarose 
NGM medium on a nutrient lawn, a culture of Escherichia coli OR50 
bacteria was used. Dioxidin was used as a genotoxicant, the genotoxic 
properties of which have been confirmed in many studies with 
prokaryotes. Positive controls — betapropiolactone (0.015M) and 
hydrogen peroxide (0.1M), antioxidant — N-acetyl-cysteine (ACC).

Results: the study of the genotoxicity of dioxidin on C. elegans by gel 
electrophoresis of total DNA  showed that dioxidin at concentrations 
of 0.002M — 0.0045M caused breaks in the DNA  molecules of the 
nematode. In turn, the antioxidant N-acetyl-cysteine at concentrations 
of 0.01M and 0.001M reduced the level of genotoxicity of dioxidin, 
which reflects the concentration-dependent protective effect of the 
antioxidant ACC, which reduces the number of DNA  breaks caused by 
dioxidin.

Conclusions: the study of the genotoxicity of the antibacterial agent 
dioxidin on the nematode C. elegans has shown that it is a sensitive 
test system, and therefore can be recommended for testing chemical 
environmental factors for genotoxicity.

Keywords: Caenorhabditis elegans, dioxidin, genotoxicity, DNA breaks, 
oxidative stress, test system, antioxidant acetylcysteine.
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Введение

Г енотоксичность — это способность соединений 
генерировать повреждения генетического ма-
териала, что зачастую приводит к  мутагенезу 

и канцерогенезу. Основой генотоксического действия 
некоторых соединений, наряду прямого воздействия 
на  ДНК, является вызываемый ими оксидативный 
стресс [1].

Наиболее распространенными методами генети-
ческой токсикологии являются: учет обратных генных 
мутаций у  бактерий (тест Эймса), микроядерный тест 
в  эритроцитах млекопитающих in vivo, тест на  индук-
цию хромосомных аберраций в клетках костного мозга 
млекопитающих in vivo, тест на  индукцию доминант-
ных летальных мутаций у грызунов. Используются и от-
носительно новые тест-системы, такие как тест на  ин-
дукцию мутаций в  соматических и  половых клетках 
трансгенных животных, тест ДНКкомет в  клетках мле-
копитающих in vivo, тест на индукцию мутаций в гене 
тимидинкиназы в клетках млекопитающих in vitro. Раз-
ные тест-системы имеют свои как положительные, так 
и отрицательные характеристики [2].

В  качестве перспективного объекта для использо-
вания в генотоксикологических исследованиях можно 
рассматривать нематоду C. elegans. представляющей 
собой наиболее изученный организм в  природе. Сво-
бодноживущая нематода C. elegans размером 1 мм яв-
ляется типовым видом рода Caenorhabditis. [3,4]. Тело 
червя не  имеет кровеносной системы и  дыхательной 
системы, по строению билатерально симметрично, об-
разовано несегментированным псевдоцеломом и  по-
крыто кутикулой. Взрослые особи содержат около 1000 
соматических клеток, но при этом имеют множество ти-
пов тканей, таких как мышцы, нервы и клетки кишечни-
ка. Небольшая часть C. elegans (приблизительно одна 
особь из тысячи) являются самцами, а большинство, — 
гермафродитами. Одна взрослая особь может иметь 
от  300 до  1000 потомков [5]. С  1974  года C. elegans 
активно используется в  молекулярно-биологических 
исследованиях, в том числе и в роли модельного орга-
низма [6].

C. elegans стал первым среди многоклеточных ор-
ганизмов, чей геном был полностью секвенирован, 
а  также это первый организм с  полностью расшифро-
ванным коннектомом [7, 8, 9,].

Цель

Целью данной работы является изучение способно-
сти антибактериального препарата диоксидина инду-
цировать разрывы ДНК в клетках C. elegans с помощью 

метода тотального гель-электрофореза генетического 
материала нематоды.

Материалы и методы

Химические вещества. В  качестве генотоксикан-
та использовался диоксидин в  разных концентраци-
ях, чьи генотоксические свойства уже подтверждены 
в работах с прокариотами [10]. В качестве положитель-
ных контролей были использованы бетапропиолактон 
(0.015М) и  перекись водорода (0.1М). В  качестве ан-
тиоксиданта использовался N-ацетил-цистеин (АЦЦ) 
в концентрациях 0.01М и 0.001М.

Биологические культуры. В  качестве тест-систе-
мы использовалась культура нематод Caenorhabditis 
elegans Bristol N2, которая выращивалась при 21оС 
на  твердой агарозной NGM-среде. В  качестве пита-
тельного газона использовалась культура бактерий 
Escherichia coli ОР50.

Поколения нематод синхронизировали по  следую-
щему протоколу (Solis/Petrascheck). Разросшуюся на чаш-
ке Петри популяцию нематод пипетировали стерильной 
водой до получения взвеси нематод и яиц. Переносили 
3.5 мл взвеси в пробирку и добавляли 1.5 мл специальной 
смеси (0.5 мл 5М NaOH + 1 мл 5% HClO4). Перемешивали 
и вортексировали 10 мин, а затем центрифугировали 30 
с  при 1300g и  удаляли супернатант. Затем промывали 
осадок, растворяя в 5 мл воды, центрифугируя и удаляя 
супернатант. Промывку повторяли 3 раза. Затем 0.1 мл 
суспензии нематод переносили на чашку с NGM-агаром 
с газоном бактерий. Выращивание синхронизированных 
нематод проводили при 20оС в течение 3 суток до дости-
жения стадии L4 («young adult»).

Подготовка нематод к  электрофорезу тотальной 
ДНК проводилась по следующему протоколу [11]. Чер-
вей смывали с  чашек стерильной водой в  девять 1.5 
мл пробирок, осаждали на  вортексе и  сливали супер-
натант. Добавляли дистиллированную воду в  отрица-
тельный контроль, добавляли в исследуемые образцы 
диоксидин в концентрациях 0.0001М, 0.0002М, 0.0005М, 
0.001М, 0.002М, 0.0045М, бетапропиолактон в  концен-
трации 0.015М и  перекись водорода в  концентрации 
0.1М. Для опыта с антиоксидантом (4 пробирки) добав-
ляли дистиллированную воду в  отрицательный кон-
троль, добавляли в  исследуемые образцы диоксидин 
в  концентрации 0.0045М и  в  них  же добавляли АЦЦ 
в  двух разных концентрациях 0.01М и  0.001М. В  про-
бирку с  положительным контролем добавляли только 
диоксидин.

Затем пипетировали до  образования взвеси и  ин-
кубировали 120 мин при 21оС. Затем взвесь нематод 
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центрифугировали 5 мин при 2300g и удаляли суперна-
тант, добавляли 1 мл стерильной воды, и пипетировали 
до получения взвеси.

Для вымывания бактерий из  кишечника нематод 
использовали метод промывания с  использованием 
центрифугирования. Взвесь нематод сливали в  цен-
трифужные пробирки, добавляли воду до достижения 
5 мл и  центрифугировали 5 мин при 2300g для обра-
зования гранул. Супернатант отбрасывали и  заменя-
ли свежей стерильной водой. Пробирки, содержащие 
нематоды, вортексировали 3 мин; после этого червей 
центрифугировали при 2300g в течение 5 мин для уда-
ления бактерий. Промывку повторяли 10 раз чтобы вы-
мыть бактерии из кишечника нематод. При последней 
промывке избыток воды удаляли, оставляя 1 мл смеси 
вода/нематоды, а затем переносили в 1,5-мл микроцен-
трифужные пробирки и центрифугировали при 12000g 
в  течение 10 мин. Супернатант сливали и  подвергали 
гранулу заморозке при –20оС, а затем механически из-
мельчали палочкой с абразивной поверхностью нако-
нечника.

Выделение ДНК из клеток нематод проводили с ис-
пользованием специального набора реагентов по про-
токолу Genomic DNA  Purification Kit (Thermo Scientific) 
следующим образом поэтапно:

1. 1. Не  дожидаясь оттаивания, измельченной грану-
лы добавляли к ней 200 мкл ТЕ-буфера, 400 мкл 
лизирующего раствора, и  инкубировали при 
65Со в течение 10 мин.

2. 2. Затем, добавляли 600 мкл хлороформа, перево-
рачивали 5 раз, и  центрифугировали 2 мин при 
10  000 об/мин.

3. 3. Верхнюю водную фазу, содержащую ДНК, пере-
носили в новую пробирку, и добавляли 800 мкл 
1% Осаждающего раствора, перемешивали не-
сколькими переворотами в течение 2 мин, и цен-
трифугировали 2 мин при 10  000 об/мин.

4. 4. Удаляли супернатант, и  растворяли гранулу 
в 100 мкл раствора хлорида натрия осторожным 
встряхиванием.

5. 5. Добавляли 300 мкл холодного концентрирован-
ного этанола, осаждали ДНК при –20оС в течение 
10 мин, и  центрифугировали 4 мин при 10  000 

Рис. 1. Визуализация результата гель-
электрофореза генетического материала 

нематоды Caenorhabditis elegans, 
подвергнутой воздействию диоксидина 

в разных концентрациях (диокс.) 
и контрольных веществ:  

1 — маркер, 2 — вода (отрицательный 
контроль), 3 — диокс. 0.0001М,  

4 — диокс. 0.0002М, 5 — диокс. 0.0005М, 
6 — диокс. 0.001М, 7 — диокс. 0.002М,  

8 — диокс. 0.0045М,  
9 — бетапропиолактон 0.015М 

(положительный контроль),  
10 — перекись 0.1М (положительный 

контроль).

Рис. 2. Визуализация результата 
гель-электрофореза генетического 
материала нематоды Caenorhabditis 
elegans, подвергнутой воздействию 

диоксидина (диокс.) и (отрицательный 
контроль), 3 — диокс.0.0045М + АЦЦ 

0.01М, 4 — диокс.0.0045М + АЦЦ 0.001М, 
5 — диокс.0.0045М (положительный 

контроль).
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об/мин, удаляли концентрированный этанол, об-
ливали гранулу 70% этанолом, добавляли к  ней 
200 мкл стерильной деионизированной воды, 
и растворяли гранулу в воде аккуратным встря-
хиванием.

Электрофорез тотальной ДНК проводился следую-
щим образом. По  20 мкл лизированной ДНК перено-
сили в  лунки 1% агарозной гелевой пластины (0.01% 
бромида этидия). Пластина помещалась в  ванночку 
с 10% TBE буфером. Электрофорез проводили при 100 
мА, 120 В, 80 Вт. Визуализация результата осуществляли 
с помощью УФ-лампы.

Результаты и обсуждение

Картина, полученная в результате тотального гель-э-
лектрофореза представлена на  рис.  1  Анализ длин 
шлейфов из фрагментов ДНК, вышедшие из лунок и по-
лучившего название шмер, показал, что в концентраци-
ях диоксидина 0.0001М, 0.0002М, 0.0005М, 0.001М (лун-
ки № 3,4,5,6) они не  отличались по  длине от  такового 
в чистом контроле. В концентрации диоксидина 0.002М 
фрагментированный генетический материал, вышед-
ший из лунки (лунка № 7), продвинулся немного дальше 
от  контроля, длина пути, пройденного фрагментиро-
ванным генетическим материалом при концентрации 
диоксидина 0.0045М (лунка № 8) уже более протяжен-
ная, чем при 0.002М, и  его картина совершенно ясно 
отличается от  предыдущих. Длины пути, пройденного 
фрагментированным генетическим материалом обоих 
положительных контролей (бетапропиолактон в  кон-
центрации 0.015М и  перекись водорода в  концентра-
ции 0.1М), занимающих лунки № 9 и  10, сопоставимы 
друг с  другом, и  гораздо больше длин пути, пройден-
ного фрагментированным генетическим материалом 
исследуемых образцов.

В  опыте с  антиоксидантом (рис.  2.) картина поло-
жительного и  отрицательного контролей (лунки № 2 
и 5) была аналогичной таковой в вышеописанном экс-
перименте с  разными концентрациями диоксидина. 
АЦЦ в концентрации 0.001М (лунка № 4) слабо влияла 
на  количество разрывов ДНК, вызываемых диоксиди-
ном (лунка 5), однако АЦЦ в концентрации 0.01М (лунка 
№ 3) значительно укорачивала длину пути, пройден-
ного фрагментированным генетическим материалом, 
то есть заметно снижал уровень фрагментации ДНК.

Таким образом, из электрофореграмм видно, что ди-
оксидин, в  концентрациях 0.0001М, 0.0002М, 0.0005М, 
0.001М не влиял заметно на целостность генетическо-
го материала, тогда как увеличение его концентрации 
сначала до 0.002М а потом до 0.0045М последователь-
но усиливало картину фрагментации ДНК, что прояв-

лялось в  увеличении пути, пройденного фрагменти-
рованным генетическим материалом. Закономерно 
и  ожидаемо положительные контроли (бета-пропио-
лактон в  концентрации 0.015М и  перекись водорода 
в  концентрации 0.1М) вызывали разрывы ДНК в  наи-
большей степени. Надо отметить, что бета-пропиолак-
тон является сильным алкилирующим агентом, вызы-
вающим повреждения в  ДНК [12], перекись водорода 
в  высоких концентрациях вызывает нитевые разрывы 
в ДНК [13] Также показано зависимое от концентрации 
защитное действие антиоксиданта АЦЦ, уменьшающее 
количество разрывов ДНК, вызываемых диоксидином.

Ранее нами было показано, что диоксидин в бакте-
риальной клетке E.coli генерирует супероксид-ради-
кал и вызывает разрывы ДНК [14]. Это указывает на то, 
что генотоксичность диоксидина обусловлена вызыва-
емым им окислительным стрессом, что было ранее по-
казано на мышах [15, 16, 17]. В этой связи можно утвер-
ждать, что C. elegans является удобным объектом для 
изучения генотоксичности химических соединений, 
вызывающих окислительный стресс в эукариотических 
клетках. При этом C. elegans имеет ряд преимуществ 
перед тест-системами на грызунах: короткий цикл раз-
множения, за 3 дня при комнатной температуре дости-
гает стадий L1 — L4 [18]; сходство генов C. еlegans и ге-
номами человека — примерно 40% генов, связанных 
с заболеванием человека, имеют гомологи в геноме C. 
elegans [19, 20]; области геномного анализа C. еlegans 
ведутся работы, направлены на  выяснение функций, 
регуляции, взаимодействия и экспрессии всего набора 
генов в геноме [21].

В ряде экспериментов показано, что ранжирование 
токсичности C. еlegans столь  же прогностично, как 
и ранжирование с помощью крыс или мышей, включая 
LD50. C. elegans, как и все эукариоты, имеет в геноме 
большую группу генов системы детоксикации ксено-
биотиков цитохром Р450, исследование особенностей 
функционирования которых у  C. еlegans позволяет 
с  некоторой степенью уверенности экстраполировать 
на  человека результаты опытов по  генотоксичности 
на данной нематоде [22].

Нематода, в отличие от млекопитающих очень про-
ста в культивации и доступна по ресурсам, опыты с ней 
гораздо менее трудоемки и затратны по времени. В от-
личие от  прокариот и  одноклеточных эукариот, нема-
тода является многоклеточным животным, и  обладает 
теми метаболическими системами, которых прокарио-
ты лишены, что делает опыты с ней более экстраполиру-
емыми на человека. Все это дает основания рассматри-
вать C. elegans как организм, прекрасно подходящий 
на роль модельного в генотоксикологических исследо-
ваниях [23].
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Заключение

 Для более эффективной работы в  области генети-
ческой токсикологии необходимы тест-системы, ко-
торые  бы сочетали в  себе, с  одной стороны, простоту 
в применении, дешевизну ресурсов и быстроту в выпол-

нении. Впервые проведено изучение генотоксичности 
антибактериального агента диоксидина на нематоде C. 
elegans и  показано, что она является чувствительной 
тест-системой, в связи с чем может быть рекомендова-
на для тестирования химических факторов окружаю-
щей среды на генотоксичность.
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