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Введение
Информация об организмах своего вида 

чрезвычайно важна для существования попу-
ляций животных в изменяющейся окружающей 
среде [1]. Эта информация передается в виде 
различных социальных сигналов (химические, 
звуковые, тактильные, визуальные и др.), кото-
рые воспринимаются сенсорными системами 
и вызывают стереотипные изменения поведе-
ния и физиологического состояния организмов 
животных [1–4]. Действие социальных сигналов 
на организм всегда адаптивно для популяций 
животных, но в ходе регуляции численности 
популяций может вызывать как снижение пло-
довитости и выживаемости отдельных особей, 
так и формирование у субдоминантных особей 
таких форм поведения как избегание местооби-
таний с высокой численностью животных того 
же вида [1] и снижение устойчивости поведе-
ния к действию стрессовых условий среды [5]. 
Поэтому негативное влияние социальных сиг-
налов или их отсутствия (социальная изоляция) 
на поведение грызунов используется как модель 
для изучения механизмов негативного влияния 

стрессовых условий среды на нервную систе-
му человека, вызывающего состояния страха 
и тревоги, развивающиеся в депрессию [5]–[7]. 
Результаты этих исследований, имеющие важ-
ное значение и для популяционной экологии, 
сводятся к следующему: 

1. Чрезмерно высокая плотность грызунов 
является стрессом, вызывающим негативные 
изменения функций нервной системы в их экс-
периментальных группах [5]. В то же время 
социальная изоляция грызунов также является 
стрессом с негативным влиянием на развитие 
нервной системы и поведение взрослых гры-
зунов [6]–[7]. 

2. Центральные процессы неспецифиче-
ской стресс-реакции грызунов как на социаль-
ные, так и другие стрессы включают в себя ак-
тивацию холинергической системы в головном 
мозге [5], [8]–[10].

В связи с тем, что многие функции холинер-
гической системы и их механизмы высококон-
сервативны в эволюции, можно предположить 
наличие реакции холинергической системы 
на стресс, вызванный социальной изоляцией 
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особей, не только у грызунов, но и у простых 
организмов беспозвоночных. Целью работы 
явилась проверка этой гипотезы с использо-
ванием в качестве модельного организма по-
чвенной нематоды Caenorhabditis elegans, холи-
нергическая система которой хорошо изучена 
методами молекулярной биологии и молекуляр-
ной генетики [11]–[12]. 

Методы
Эксперименты проводили с C. elegans ли-

нии дикого типа N2, полученной из Caenorhab-Caenorhab-
ditis Genetics Center, выращенными при 22°C 
в чашках Петри со стандартной средой выра-
щивания нематод [13]. Для кормления нема-
тод использовали E.coli OP50. Нематод трех-OP50. Нематод трех-50. Нематод трех-
дневного возраста трижды отмывали от среды 
выращивания и E.coli 10 мл NG буфера (0,3% 
NaCl, 1 мМ CaCl2, 1 мМ MgSO4, 25 мМ калий-
фосфатного буфера (pH 6,0)) и переносили ин-pH 6,0)) и переносили ин- 6,0)) и переносили ин-
дивидуально или в составе небольших групп 
(n=3�5) в пробирки с 1 мл NG буфера. Для вы-n=3�5) в пробирки с 1 мл NG буфера. Для вы-=3�5) в пробирки с 1 мл NG буфера. Для вы-NG буфера. Для вы- буфера. Для вы-
яснения вопроса о возможном влиянии соци-
альных сигналов на холинергическую систему 
C. elegans в пробирки с социально изолиро-
ванными нематодами или группами нематод 
добавляли ингибитор ацетилхолинэстеразы 
(АХ-эстеразы) неостигмина бромид (15 мM) 
или агонисты никотиновых рецепторов аце-
тилхолина (н-холинорецепторов) левамизола 
гидрохлорид и никотина гемисульфат, которые 
вызывают нарушения плавания C. elegans, ин-
дуцированного механическим стимулом (встря-
хиванием пробирки с червем) из-за аномального 
повышения концентрации ацетилхолина (АХ) 
или гиперактивации н-холинорецепторов. Эти 
нарушения проявлялись в нарушениях коор-
динации локомоторных мышц, необходимой 
для синусоидальных движений тела при пла-
вании, временной приостановке плавания, пла-
вании по кругу и др. Нарушения регистрирова-
лись в течение 10 секунд после стимула через 30 
минут экспозиции к левамизолу, через 120 ми-
нут экспозиции к никотину и каждые 30 минут 
экспозиции к неостигмину в течение 120 минут. 
Для регистрации нарушений локомоции исполь-
зовали стереоскопический микроскоп SMZ-05. 
Неостигмин является нетоксичным для ор-
ганизма человека ингибитором АХ-эстеразы. 
В экспериментах с C. elegans он вызывает ано-

мальное повышение концентрации АХ, нару-
шающее поведение, только при концентрации 
10–15 мМ, используемой в этой работе. Лева-
мизол – это агонист н-холинорецепторов. Он 
используется в качестве нематоцида и нарушает 
поведение C. elegans при относительно низких 
концентрациях (30–60 мкМ) после 30-минутной 
экспозиции. Никотин также является агонистом 
н-холинорецепторов, но нарушает поведение 
C. elegans при более высоких концентрациях 
(3–6 мМ) и длительных экспозициях (1–2 часа), 
чем левамизол. В каждом варианте эксперимен-
та использовано 30 червей. Статистическую 
обработку результатов проводили с использова-
нием t-критерия Стьюдента. В работе исполь-t-критерия Стьюдента. В работе исполь--критерия Стьюдента. В работе исполь-
зовали реактивы фирмы Sigma.

Высокие концентрации никотина (3–6 мМ) 
и неостигмина (15 мМ), использованные в рабо-
те, те же, что и в исследованиях, проведенных 
ранее [14]–[15], и объясняются тем, что из-за 
чрезвычайно низкой проницаемости кутикулы 
C. elegans концентрации многих лекарственных 
средств и токсикантов, эффективные для изме-
нения поведения, для C. elegans на 3–4 порядка 
выше, чем для Daphnia magna или кольчатых 
червей [16]–[17].

Результаты и их обсуждение
Для выяснения вопроса о возможном влия-

нии социальных сигналов на холинергическую 
систему C. elegans были проведены экспери-
менты, в которых сравнивалась чувствитель-
ность плавания, индуцированного механиче-
ским стимулом, к ингибитору АХ-эстеразы 
неостигмину и агонистам н-холинорецепторов 
C. elegans левамизолу и никотину у нематод, 
инкубированных индивидуально и в составе 
их небольших групп (n=3�5). В исследованиях 
молекулярных механизмов функций холинер-
гической системы C. elegans широко использу-
ется фармакологический (токсикологический) 
анализ, который включает в себя измерение 
чувствительности локомоции к ингибирова-
нию АХ-эстеразы алдикарбом и гиперактива-
ции н-холинорецепторов их агонистами лева-
мизолом и никотином [11]–[12]. Этот анализ 
позволил выявить изменения функций холи-
нергических синапсов, вызванные мутациями 
каждого из нескольких десятков генов, продук-
ты которых влияют на секрецию ацетилхолина 

Сенситизация никотиновых рецепторов ацетилхолина ...белова Е.б. и др.
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(АХ) и чувствительность к нему, и поэтому был 
использован в этой работе для проверки пред-
положения о том, что эффект группы особей 
изменяет функции холинергической системы 
C. elegans. 

В связи с тем, что алдикарб является пести-
цидом, высокотоксичным для организма чело-
века, в экспериментах с грызунами для актива-
ции их холинергической системы используются 
малотоксичные ингибиторы АХ-эстеразы, явля-
ющиеся медикаментозными средствами для ле-
чения заболеваний нервной системы [5], [8]. 
Поэтому и в наших экспериментах с C. elegans 
вместо алдикарба был использован неостигмин, 
который в качестве нетоксичного ингибитора 
АХ-эстеразы используется в медицине. 

Как показано на рисунке 1, частичное ин-
гибирование АХ-эстеразы неостигмином вызы-
вает нарушения моторной программы плавания 
C. elegans, индуцированного механическим сти-
мулом (нарушения координации локомоторных 
мышц, необходимой для синусоидальных дви-
жений тела при плавании, временная приоста-
новка плавания, плавание по кругу или полное 
обездвиживание червей). Эти нарушения обу-
словлены аномальным повышением уровня АХ 
в холинергических синапсах, принимающих 
участие в координации процессов сокращения 

и расслабления мышц, необходимой для сину-
соидальных движений тела при плавании [12]. 

Результаты экспериментов, в которых срав-
нивалась чувствительность поведения к нео-
стигмину у нематод, инкубированных индиви-
дуально, и у нематод, находившихся в составе 
небольших (n=3�5) групп червей, показали на-n=3�5) групп червей, показали на-=3�5) групп червей, показали на-
личие эффекта группы, проявляющегося в по-
вышении устойчивости поведения к частично-
му ингибированию АХ-эстеразы неостигмином 
(рис. 1). В связи с тем, что изменения чувстви-
тельности локомоции C. elegans к ингибирова-
нию АХ-эстеразы коррелируют с изменениями 
функций холинергических синапсов, вызван-
ных мутациями генов, контролирующих эти 
функции [12], очевидно, что и эффект группы 
в наших экспериментах является следствием 
снижения активности холинергической систе-
мы C. elegans взаимодействиями между особя-
ми в группе. 

Двумя возможными причинами эффекта 
группы, проявляющегося при измерении чув-
ствительности поведения C. elegans к ингиби-
рованию АХ-эстеразы (рис. 1), являются тор-
можение социальными сигналами секреции 
АХ нейронами или снижение ими чувствитель-
ности рецепторов АХ в постсинаптических 
нейронах или мышцах. Поэтому нами были 

проведены эксперименты, в которых 
выяснялась возможность проявления 
эффекта группы при измерении чув-
ствительности поведения к агонистам 
никотиновых рецепторов C. elegans 
левамизолу и никотину. Как показа-
но на рис. 2–3, левамизол и никотин 
вызывают обратимые нарушения по-
ведения C. elegans, идентичные нару-
шениям поведения, индуцированным 
ингибированием АХ-эстеразы (рис. 1). 
Следовательно, причиной нарушения 
моторной программы плавания ано-
мальным повышением внеклеточной 
концентрации АХ частичным ингиби-
рованием АХ-эстеразы является гипе-
рактивация н-холинорецепторов.

Как показано на рисунках 2–3, 
чувствительность плавания, индуци-
рованного механическим стимулом, 
к левамизолу и никотину значитель-
но выше у нематод, инкубированных 
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Рисунок 1. Эффект группы при действии неостигмина 
на поведение C. elegans

По оси ординат – доля нематод с нормальным поведением после 
экспозиции к неостигмину. 

По оси абсцисс – время экспозиции нематод к неостигмину. 
Концентрация неостигмина 15 мМ. 

n – количество червей в группе. Звездочками отмечена 
достоверность разницы между устойчивость к неостигмину 

социально изолированных червей и червей в составе группы 
(n=3�5): *** – p < 0.001

Общая биология
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индивидуально, по сравнению с нематодами 
из небольших групп (n=3�5). Известно на-n=3�5). Известно на-=3�5). Известно на-
личие у C. elegans двух основных подтипов 
н-холинорецепторов, соответственно L-подтипа, 
чувствительных к левамизолу, и N-подтипа, 
чувствительных к никотину [11]–[12]. Поэто-

му проявление эффекта группы при действии 
как левамизола, так и никотина на поведение 
C. elegans (рис. 2–3) свидетельствует о том, 
что этот эффект является следствием сниже-
ния чувствительности н-холинорецепторов как 
L-подтипа, так и N-подтипа.

В связи с тем, что наши экс-
перименты проводились в отсут-
ствие в среде E.coli, причиной 
эффекта группы, выявляющегося 
в снижении чувствительности 
поведения C. elegans к частично-
му ингибированию АХ-эстеразы 
неостигмином (рис. 1) и гиперак-
тивации н-холинорецепторов ле-
вамизолом (рис. 2) и никотином 
(рис. 3), не может быть конкурен-
ция нематод за пищу. Поэтому 
единственно возможной причи-
ной этого эффекта является не-
прерывное влияние социальных 
сигналов на холинергическую 
систему C. elegans, которое от-
сутствует в экспериментах с не-
матодами, инкубированными 
индивидуально.

Известно, что социальная 
изоляция грызунов является 
для них стрессом, оказывающим 
негативное влияние на развитие 
их нервной системы и поведе-
ние [6]–[7]. В то же время не-
специфическая стресс-реакция 
грызунов на неблагоприятные 
факторы среды проявляется 
в активации холинергической 
системы в головном мозге [5, 
[8]–[10]. Результаты этой работы 
показывают, что и для C. elegans 
социальная изоляция особей яв-
ляется стрессом, вызывающим 
активацию холинергической си-
стемы (схема на рис. 4). 

У C. elegans основными со-
циальными сигналами являются 
феромоны, регулирующие чис-
ленность популяции, переход 
личинок II возраста в диапаузу 
и некоторые формы поведения 
[2]–[3]. Поэтому наиболее веро-
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Рисунок 2. Эффект группы при действии левамизола 
на поведение C. elegans

По оси ординат – доля червей с нормальным поведением после 30-
минутной экспозиции к левамизолу. По оси абсцисс – концентрация 

левамизола, мкМ.
n – количество червей в группе. Звездочками отмечена достоверность 
разницы между устойчивость к левамизолу социально изолированных 

червей и червей в составе группы (n=3÷5): *** – p < 0.001

Рисунок 3. Эффект группы при действии никотина 
на поведение C. elegans

По оси ординат – доля червей с нормальным поведением после 
двухчасовой экспозиции к никотину. По оси абсцисс – концентрация 

никотина, мМ.
n – количество червей в группе. Звездочками отмечена достоверность 
разницы между устойчивость к никотину социально изолированных 

червей и червей в составе группы (n=3�5): *** – p < 0.001
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ятным механизмом эффекта группы, проявляю-
щегося в изменении функций холинергической 
системы C. elegans, является непрерывная сти-
муляция феромонами хемосенсорных нейронов. 
В то же время известно, что развитие нерв-
ной системы C. elegans регулируют и сигналы 
о партнерах по популяции, воспринимаемые 
механосенсорными нейронами [4]. Поэтому 
необходимы дополнительные исследования 
для идентификации социальных сигналов, ре-
гулирующих функции холинергической систе-
мы C. elegans изменением чувствительности 
н-холинорецепторов. 

Активация холинергической системы сен-
ситизацией н-холинорецепторов выявляется не 

только в условиях социальной изоляции, 
но и при действии теплового стресса 
[18]. Следовательно, социальная изоля-
ция является стрессом, активирующим 
холинергическую систему C. elegans.

В целом результаты этой и нашей 
предыдущей работы [18] свидетельству-
ют о том, что реакция простого организ-
ма C. elegans на стресс, так же как и ре-
акция на стресс организмов грызунов 
[5], [8]–[10] включает в себя активацию 
холинергической системы. В то же вре-
мя известным механизмом активации 
холинергической системы организмов 
грызунов является стимуляция секре-
ции АХ нейронами [8], [10], в то время 
как активация холинергической систе-
мы C. elegans тепловым стрессом [18] 
и социальной изоляцией нематод (рис. 
2–3) происходит в результате сенситиза-
ции н-холинорецепторов. Это различие 
активации холинергической системы 

стрессом могло появиться в ходе эволюции ор-
ганизмов Metazoa. В то же время возможно, что 
у C. elegans и у грызунов в стрессовых условиях 
среды могут использоваться оба механизма ак-
тивации холинергической системы (стимуляция 
секреции АХ и увеличение чувствительности 
к нему) в зависимости от фактора среды, яв-
ляющегося стрессом, но в экспериментах с C. 
elegans исследовалось действие на холинерги-
ческую систему только теплового стресса [18] 
и социальной изоляции, а в исследованиях ак-
тивации стрессом холинергической системы 
в головном мозге грызунов из-за их сложности 
не оценивались изменения чувствительности 
н-холинорецепторов. 

7.12.2015

Рисунок 4. Общая схема влияния социальных сигналов 
на чувствительность поведения C. elegans к левамизолу, 

никотину и неостигмину.
АХ – ацетилхолин

АХ-эстераза – ацетилхолинэстераза
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