
БИОХИМИЯ, 2022, том 87, вып. 12, с. 1985 – 1997

1985

УДК 575.162

ГЕН shuttle craft ВЛИЯЕТ НА ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ ЖИЗНИ 
Drosophila melanogaster, КОНТРОЛИРУЯ РАННЕЕ РАЗВИТИЕ 

И МОДИФИЦИРУЯ ПРОГРАММУ СТАРЕНИЯ

© 2022 А.В. Симоненко1, Н.В. Рощина1,2, А.В. Кременцова1,3, 
О.Ю. Рыбина1,4, Е.Г. Пасюкова1*

1 Институт молекулярной генетики Национального исследовательского центра «Курчатовский институт», 
123182 Москва, Россия; электронная почта: egpas@rambler.ru

2 Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН, 119991 Москва, Россия
3 Институт биохимической физики имени Н.М. Эмануэля РАН, 119334 Москва, Россия

4 ФГБОУ ВО «Московский педагогический государственный университет», 119991 Москва, Россия

Поступила в редакцию 12.10.2022
После доработки 08.11.2022

Принята к публикации 22.11.2022

Принципиальные механизмы, лежащие в основе генетического контроля продолжительности жиз-
ни, интенсивно изучаются и обсуждаются в связи со все возрастающей важностью продления здоро-
вой жизни человека. Ген stc модельного объекта Drosophila melanogaster кодирует транскрипционный 
фактор, гомолог транскрипционного фактора NF-X1 человека, вовлеченный в контроль развития 
нейронов, а также контроль продолжительности жизни. В данной работе мы демонстрируем, что вы-
званный РНК-интерференцией нокдаун stc в эмбриональных и нервных клетках приводит к изме-
нению продолжительности жизни, причем характер изменения зависит от типа клеток и пола осо-
бей. Основываясь на полученных результатах, мы предполагаем, что ген  stc, участвуя в различных 
процессах на молекулярном, клеточном и организменном уровне на всех этапах жизни, в результате 
влияет и на сложный интегральный признак – продолжительность жизни. В то же время мы показы-
ваем, что уменьшение экспрессии stc в нейронах позволяет смягчить негативное влияние глутамата 
на продолжительность жизни, возможно, препятствуя развитию глутаматной эксайтотоксичности, 
модифицируя программу клеточной гибели и предотвращая смерть особей в результате феноптоза.
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ВВЕДЕНИЕ

Уже давно не вызывает сомнений, что не-
смотря на характерную для большинства ко-
личественных признаков достаточно низкую 
наследуемость (16–30%)  [1, 2], продолжитель-
ность жизни контролируется геномом. В  на-
стоящее время выявлено более 2000  генов, 
влияющих на продолжительность жизни жи-
вотных [3]. Показано, что мутации в этих генах 
могут увеличивать продолжительность жиз-
ни на  900, 150 и  46% у Caenorhabditis elegans, 
Drosophila melanogaster и Mus musculus соответ-
ственно  [4]. Известно также, что с возрастом 
определенным образом изменяется уровень 
экспрессии генов [5].

Обобщая имеющиеся факты и гипотезы [6], 
можно предположить, что продолжительность 
жизни может определяться либо специальной 
программой, контролируемой генами, либо 
изменением экспрессии большого числа или 
даже всех генов в результате постепенного «из-
носа» организма в процессе жизни. Например, 
была выдвинута [7] и позднее существенно раз-
вита  [8] гипотеза о существовании запрограм-
мированной смерти организма, феноптоза. 
Согласно этой гипотезе, существует одна или 
несколько эволюционно закрепленных гене-
тических программ, позволяющих убирать из 
популяции старых особей для того, чтобы ос-
вободить среду обитания и ресурсы для более 
молодых. В  то же время тот факт, что после 
смерти организма в течение некоторого време-
ни продолжается экспрессия генов [9], причем 

15



СИМОНЕНКО и др.1986

БИОХИМИЯ том 87 вып. 12 2022

экспрессируются те группы генов, активность 
которых существенно возрастает при старении 
организма  [10, 11], позволяет предположить, 
что на молекулярном уровне процесс старения 
имеет сходство с началом разложения, которое 
происходит после смерти организма, и, следо-
вательно, не может регулироваться какой-либо 
программой. Различить эти два механизма уча-
стия генов в контроле продолжительности жиз-
ни не всегда просто.

Ранее, изучая генетический контроль про-
должительности жизни у модельного организ-
ма D. melanogaster, мы показали, что изменение 
транскрипции генов, кодирующих нейрональ-
ные транскрипционные факторы Stc, Escargot 
и  Lim3, на разных этапах развития организма 
и в разных тканях может по-разному влиять 
на продолжительность жизни [12–14]. С одной 
стороны, наши результаты еще раз указыва-
ют на вклад транскрипционной регуляции в 
контроль продолжительности жизни и скоро-
сти старения. С  другой стороны, свойства  Stc 
позволяют предположить, что он может быть 
участником одной из программ феноптоза.

Транскрипционный фактор Stc, имеющий 
в своем составе несколько РНК-, ДНК- и бе-
лок-связывающих доменов, кодирует ген shuttle 
craft (stc), который был открыт и описан у дро-
зофилы около 25  лет тому назад как гомолог 
фактора транскрипции NF-X1 человека  [15]. 
Экспрессия гена  stc, имеющего длину около 
4,5  тысяч  пар оснований, наблюдается в тече-
ние всей жизни. Ранее мы показали, что мута-
ция, приводящая к небольшому (в 1,5–2 раза) 
уменьшению транскрипции гена на поздней 
эмбриональной стадии, вызывает изменение 
фенотипа взрослых особей – увеличение про-
должительности жизни и замедление скорости 
старения [12]. Учитывая неординарность этого 
результата, мы сочли необходимым подтвер-
дить роль эмбриональной транскрипционной 
регуляции stc в контроле продолжительности 
жизни, используя другую модельную генетиче-
скую систему.

Экспрессия Stc в нервной системе эмбрио-
нов необходима для нормального развития мо-
тонейронов и роста аксонов и, как следствие, 
иннервации мышечных клеток  [15]. Поздние 
эмбрионы с мутацией  stc, приводящей к ис-
чезновению функционального белка, гибнут 
в результате нарушения мотонейронов и, как 
следствие, отсутствия мышечных сокраще-
ний, необходимых для вылупления молодой 
личинки [15]. Известно, что избыток глутамата 
в синаптических щелях мотонейронов может 
привести к индукции глутаматной эксайтоток-
сичности, гибели нервной ткани и фенопто-

зу  [16]. Поскольку Stc играет ключевую роль в 
формировании и функции мотонейронов [15], а 
также взаимодействует с сигнальным путем Tor 
(Target of rapamycin), влияющим на работу мета-
ботропного глутаматного рецептора mGluR [17], 
мы предположили, что изменение работы Stc в 
нейронах может повлиять на индуцированную 
глутаматом программу гибели, и попытались 
оценить эту гипотезу экспериментально.

В этой работе мы демонстрируем результа-
ты, показывающие, что вызванный РНК-ин-
терференцией нокдаун stc в эмбрионах приво-
дит к увеличению продолжительности жизни. 
Этот результат, как и полученный ранее  [12], 
свидетельствует о том, что уровень эмбрио-
нальной транскрипции гена  stc влияет на 
продолжительность жизни взрослых особей. 
Таким образом, stc играет роль как в контроле 
процесса развития, так и в контроле процесса 
старения, являясь примером гена, функции 
которого не ограничены участием в специали-
зированной генетической программе, контро-
лирующей продолжительность жизни. В то же 
время мы демонстрируем данные, указываю-
щие на то, что уменьшение экспрессии ней-
ронального транскрипционного фактора Stc в 
нейронах влияет на продолжительность жиз-
ни, причем эффект зависит от содержания глу-
тамата в корме мух. Этот факт обсуждается с 
точки зрения предложенной гипотезы о смяг-
чающем действии нокдауна stc на процесс фе-
ноптоза, вызванного глутаматной эксайтоток-
сичностью. В целом, полученные нами данные 
говорят в пользу сосуществования различных 
принципов, лежащих в основе генетического 
контроля продолжительности жизни.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Линии Drosophila melanogaster. Линии 
w[1118]; P{GD1543}v47973 (stcНД1) и
w[1118]; P{GD1543}v47974/TM3, Ubx (stcНД2) 

с трансгенами, локализованными во второй и 
третьей хромосоме соответственно, исполь-
зовали для нокдауна гена  stc, приводящего к 
уменьшению уровня экспрессии транскрип-
ционного фактора  Stc. Исходную линию без 
трансгенов w[1118]  (stcК) использовали в ка-
честве контрольной в соответствии с рекомен-
дацией производителя. Линии были получены 
из Vienna Drosophila Resource Center (VDRC; 
IDs 47973, 47974, 60000).

Линии 
y[1] w[*]; P{w[+mW.hs]=en2.4-GAL4}e22c; 
P{w[+mC]=tGPH}4/ TM3, Ser[1] (Эмб1) 
и w[*]; P{w[+mW.hs]=GawB}337Y (Эмб2) 
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использовали для индукции нокдауна гена  stc 
на эмбриональной стадии. Линии 

P{w[+mW.hs]=GawB}elav[C155] w[1118]; 
P{w[+mC]=UAS-Dcr-2.D}2 (НС1)
и w[*]; P{GAL4-elav.L}3 (НС2) 

использовали для индукции нокдауна гена  stc 
во всех нейронах. Линии были получены из 
Bloomington Drosophila Stock Center 
(RRID:BDSC_8165, RRID:BDSC_32119, RRID:
BDSC_25750, RRID:BDSC_8760).

С помощью методики, описанной ра-
нее [13], во всех линиях проверили присутствие 
Wolbachia, симбионта дрозофилы, способного 
повлиять на ее продолжительность жизни [18]. 
Линии, в которых была обнаружена Wolbachia, 
лечили культивированием на корме с тетра-
циклином (250  мг/литр) в течение трех поко-
лений, а затем реабилитировали на корме без 
тетрациклина в течение трех поколений перед 
использованием в экспериментах.

Измерение продолжительности жизни. Дев-
ственных самцов и самок собирали в течение 
дня и помещали в пробирки со стандартной 
питательной средой (манная крупа, изюм, са-
хар, дрожжи, агар-агар, нипагин, пропионовая 
кислота, бензилпенициллин и стрептомицин), 
по 5 мух каждого пола/генотипа отдельно. Ко-
личество мертвых мух в пробирках регистриро-
вали ежедневно; живых мух переносили на све-
жий корм раз в неделю; все культуры содержали 
при 25  оC и влажности 60%. В  экспериментах 
для оценки влияния глутамата выборка соста-
вила 50 особей на вариант опыта, в остальных 
случаях  –  100  особей на вариант опыта. Глу-
тамат (в форме водного раствора моногидрата 
глутамата натрия (pharma grade) («Panreac» Гер-
мания)) добавляли при заливке остывающего 
корма до конечных добавленных концентра-
ций 10 мкМ и 10 мМ. Для оценки полученных 
данных использовали стандартный статисти-
ческий анализ продолжительности жизни  [19, 
20]. Для оценки статистической значимости 
различий между кривыми выживания исполь-
зовали тест Манна–Уитни, для оценки позд-
них эффектов – тест Флеминга–Харрингтона. 
Расчеты выполняли в программе OASIS 2 [21]. 
Для коррекции на множественность сравнений 
использовали поправку Бонферрони.

Измерение подвижности. Девственных сам-
цов и самок собирали в течение дня, помеща-
ли в пробирки с питательной средой, по 5 мух 
каждого пола/генотипа отдельно, и далее со-
держали так же, как в опытах по измерению 
продолжительности жизни. Спонтанную под-
вижность измеряли у мух в возрасте 10, 20, 40 
и 50  дней в одно и то же время суток в усло-
виях слабого искусственного освещения. Вы-

борка составила 50–100  особей на возраст/
пол/генотип. Пробирки диаметром 25 мм, со-
держащие по 5  девственных мух одного пола/
возраста/генотипа, в горизонтальном положе-
нии помещали в Drosophila Population Monitor 
(«TriKinetics», США). Пересечение мухами 
трех светодиодных колец, работающих в ин-
фракрасном диапазоне, регистрировали с 
помощью программы DAMSystem308. Под-
вижность характеризовали по итогам двух из-
мерений как среднее значение суммы пере-
сечений всех колец в пробирке за 5  мин. Для 
попарного сравнения средних показателей на 
пол/возраст/генотип использовали ANOVA 
(главный фактор  – генотип). Для коррекции 
на множественность сравнений использовали 
поправку Бонферрони.

Количественная ПЦР в реальном времени. 
Определение количества мРНК проводили ме-
тодом количественной ПЦР. Выделение то-
тальной РНК проводили из партий по 50 голов 
взрослых самцов с использованием реагента 
ExtractRNA («Evrogen», Россия); затем обраба-
тывали ДНКазой I («Sigma-Aldrich», США) и по-
лучали кДНК с использованием ревертазы Mint 
(«Evrogen») и праймера oligo(dT)15, согласно 
инструкциям производителя. Количественную 
ПЦР проводили с флуоресцентным красителем 
SYBR Green  I в приборе MiniOpticon real-time 
PCR detection system («Bio-Rad», США).

Для определения количества кДНК stc при-
меняли праймеры Stc-rt1 и Stc-rt2. Для норма-
лизации относительной экспрессии между об-
разцами использовали два референсных гена, 
gdh и adh, уровень транскрипции которых срав-
ним с stc. Для амплификации кДНК референс-
ных генов использовали праймеры (прямой 
и обратный): Gdh1 и  Gdh2  – для  gdh; Adhd3 
и  Adhr3  – для  adh (синтезированы «Evrogen»). 
Последовательности праймеров представлены 
в таблице.

Последовательности праймеров, использованных в работе

Название 
праймера

Последовательность праймеров 5′→3′

Stc-rt1 AACAGGCACAGCAACAACAA

Stc-rt2 CCAGGGAGAAGTTAGTGTAG

Gdh1 TATGCCACCGAGCACCAGATTCC

Gdh2 GGATGCCCTTCACCTTCTGCTTCTT

Adhd3 CGGCATCTAAGAAGTGATACTCCCAAAA

Adhr3 TGAGTGTGCATCGAATCAGCCTTATT

15*
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Анализ данных ПЦР и расчет относи-
тельной нормализованной экспрессии  stc 
проводили с помощью программы CFX 
Manager 3.1 («Bio-Rad», 2012). Среднее количе-
ство мРНК  stc на генотип получали на основе 
3–5  независимых выделений РНК и трех тех-
нических повторностей количественной ПЦР 
на каждый образец кДНК. Для попарного срав-
нения средних использовали ANOVA (главный 
фактор  – генотип). Для коррекции на множе-
ственность сравнений использовали поправку 
Бонферрони.

Измерение количества ATP. Количество ATP 
оценивали, согласно методике Vernace et al. [22], 
с модификациями. К  каркасам взрослых мух 
(по  4 на  опыт) добавляли 100  мкл 2,5%-ной 
трихлоруксусной кислоты с последующей го-
могенизацией на льду и центрифугированием 
(11  500  g, 10  мин при  4  °С). Уровни  ATP опре-
деляли в просветленных супернатантах (20 мкл) 
после нейтрализации образцов добавлением 
6  мкл 1  М  Tris-HCl (рН  9,5). Затем образцы 
разводили в соотношении 1 : 500 в воде, не со-
держащей ATP, и 20 мкл каждого образца сме-
шивали с  80  мкл реагента для анализа ATP из 
набора Enliten® ATP Assay System («Promega», 
США). Люминесценцию измеряли с помощью 
люминометра Modulus Microplate Luminometer 
(«Turner BioSystems», США). Чтобы нормали-
зовать уровни ATP по концентрации белка, 
80  мкл оставшихся лизатов мух нейтрализова-
ли добавлением 24  мкл 1  М  Tris-HCl (рН  9,5), 
и 1  мкл использовали для проведения измере-
ния количества белка по Брэдфорду (реактивы 
«Bio-Rad»). Для каждого варианта опыта из-
мерения повторяли не менее 4 раз. Для попар-
ного сравнения средних использовали ANOVA 
(главный фактор – генотип). Для коррекции на 
множественность сравнений использовали по-
правку Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для нокдауна гена  stc, приводящего к 
уменьшению уровня экспрессии транскрип-
ционного фактора Stc, были использованы две 
линии (stcНД1 и stcНД2), полученные в VDRC 
(https://stockcenter.vdrc.at/control/main). Каж-
дая из линий содержит одну и ту же трансген-
ную конструкцию, которая кодирует после-
довательность, позволяющую синтезировать 
короткие фрагменты двунитевой РНК, компле-
ментарной гену stc и обеспечивающей подавле-
ние его экспрессии в результате РНК-интерфе-
ренции. Согласно данным производителей, обе 
линии характеризуются хорошей (выше  50%) 

эффективностью специфического нокдауна 
мРНК stc и полным отсутствием неспецифиче-
ских мишеней (http://www.genomernai.org/v17/
reagentdetails/47973, http://www.genomernai.org/
v17/reagentdetails/47974). Линии различаются 
только местом встройки трансгена в геном ис-
ходной линии без трансгенов, которую мы ис-
пользовали в качестве контрольной (stcК).

Эмбриональная экспрессия  stc определя-
ет продолжительность жизни взрослых особей. 
Ранее мы показали, что мутация гена shuttle 
craft (stc), уменьшающая его экспрессию на эм-
бриональной стадии, увеличивает продолжи-
тельность жизни самок дрозофилы [12]. Чтобы 
подтвердить или опровергнуть этот результат, 
мы проанализировали влияние на продолжи-
тельность жизни нокдауна stc в эмбрионах. Для 
получения особей с нокдауном гена использо-
вали индукционную систему GAL4-UAS  [23]. 
Самцы контрольной линии  (stcК) и каждой 
из двух линий с трансгенами, содержащими 
конструкции, обусловливающие подавление 
экспрессии  stc по механизму РНК-интерфе-
ренции (stcНД1 и  stcНД2), были скрещены с 
самками каждой из двух линий с трансгенами, 
способными индуцировать экспрессию кон-
струкций в клетках эмбриона (Эмб1 и  Эмб2). 
Продолжительность жизни была измерена у 
девственных самцов и самок с нокдауном stc и 
самцов и самок контрольного генотипа, полу-
ченных в потомстве от этих скрещиваний.

Нокдаун stc в эмбрионах увеличил сред-
нюю продолжительность жизни самцов в пяти 
проанализированных вариантах опыта из ше-
сти (рис.  1,  а, в и  д; табл.  S1 в  Приложении, 
тест Манна–Уитни). В одном случае незначи-
тельный сдвиг кривой выживания вправо по 
сравнению с контрольной кривой не означал 
достоверного увеличения средней продолжи-
тельности жизни (рис.  1,  а; stcНД2). Кривые 
выживания во всех 6  случаях отклоняются 
от контрольных вправо в позднем возрасте, 
причем достоверность отличий подтвержда-
ется тестом Флеминга–Харрингтона (табл.  S1 
в  Приложении). Это может свидетельствовать 
о том, что, помимо общего влияния на про-
должительность жизни, эмбриональный нок-
даун stc специфически снижает риск смерти от 
факторов, играющих роль в пожилом возрасте. 
В  целом полученные результаты, основанные 
на анализе двух разных линий с трансгенны-
ми конструкциями, обеспечивающими нок-
даун stc, и двух разных линий, индуцирующих 
экспрессию трансгенных конструкций в эм-
брионе, достаточно надежно свидетельствуют 
о том, что снижение экспрессии stc на эмбрио-
нальной стадии удлиняет жизнь самцов.
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Рис. 1. Влияние эмбрионального нокдауна гена  stc на продолжительность жизни самцов  (а, в и  д) и самок  (б, г и  е) 
D. melanogaster. Описание генотипов см. в разделе «Материалы и методы». Достоверность отличия от контрольного ге-
нотипа, тест Манна–Уитни: * p < 0,025; ** p < 0,005; *** p < 0,0005 (попарные сравнения выполнены с учетом поправки 
Бонферрони). Прямоугольниками и овалами выделены области, в которых продолжительность жизни отличается у са-
мок контрольного генотипа и самок с нокдауном stc (stcНД1 и stcНД2 соответственно); тест Флеминга–Харрингтона 
для поздних отличий: #  p  <  0,025; ##  p  <  0,005; ###p  <  0,0005 (попарные сравнения выполнены с учетом поправки 
Бонферрони). Темно-серые и светло-серые звездочки и решетки – сравнение stcНД1 и stcНД2 соответственно с stcK

Нокдаун stc в эмбрионах не привел к из-
менению средней продолжительности жизни 
самок в пяти проанализированных вариан-
тах опыта из шести (рис.  1, б, г и  е; табл.  S1 
в  Приложении, тест Манна–Уитни). Однако 
на рис. 1 видно, что кривые выживания во всех 
6  случаях отклоняются от контрольных впра-
во в позднем возрасте, причем достоверность 
отличий подтверждается тестом Флеминга–
Харрингтона (табл.  S1 в  Приложении). Таким 
образом, снижение экспрессии stc на эмбрио-
нальной стадии увеличивает максимальную 
продолжительность жизни самок.

В более ранней нашей работе  [12] мы по-
казали, что мутация в гене stc, которая снижа-
ет экспрессию гена только на эмбриональной 
стадии, приводит к увеличению продолжи-
тельности жизни девственных самок, но не 

меняет продолжительности жизни самцов. 
Пытаясь воспроизвести этот результат с помо-
щью нокдауна stc в эмбрионах, мы обнаружи-
ли противоположный эффект  – уменьшение 
экспрессии  stc затронуло преимущественно 
продолжительность жизни самцов. Такая раз-
ница может объясняться как степенью подав-
ления экспрессии гена, так и не выявленной 
нами разницей в тонких особенностях ткане-
специфичности подавления его экспрессии. 
Действительно, с одной стороны, изменение 
количества транскрипта  stc в результате мута-
ции в регуляторной области гена было прове-
рено в нескольких, но не во всех тканях. С дру-
гой стороны, специфичность использованных 
в данной работе линий, индуцирующих экс-
прессию в эмбрионах, также может быть оха-
рактеризована не полностью. Тем не менее 
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Рис. 2. Влияние нейронального нокдауна гена  stc на продолжительность жизни самцов  (а, в, д и  ж) и самок  (б, г, 
е и з) D. melanogaster в нормальных условиях (а–е) и при добавлении в корм глутамата (ж и з). Описание генотипов 
см. в разделе «Материалы и методы». Достоверность отличия от контрольного генотипа, тест Манна–Уитни: а, в, д 
и  ж  – *  p  <  0,025; **  p  <  0,005; ***  p  <  0,0005 (попарные сравнения выполнены с учетом поправки Бонферрони); 
ж, з – * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Темно-серые и светло-серые звездочки – сравнение stcНД1 и stcНД2 соответ-
ственно с stcK

не вызывает сомнений, что экспрессия  stc и в 
том, и в другом случае изменена главным об-
разом или исключительно в клетках эмбриона, 
и это изменение приводит к увеличению про-
должительности жизни.

Такой вывод позволяет говорить о весь-
ма интересном принципе, лежащем в основе 
генетического контроля продолжительности 
жизни: изменение экспрессии гена в раннем 
возрасте может влиять на продолжительность 
жизни взрослых особей. Мы предполагаем, 
что такое влияние может быть связано с тем, 
что благодаря эпигенетическому наследованию 

в ряду клеточных поколений у взрослых осо-
бей сохраняется уровень экспрессии мишеней 
транскрипционного фактора, заданный на эм-
бриональной стадии. Еще одна причина может 
заключаться в том, что у взрослых особей со-
храняются структурно-функциональные осо-
бенности в первую очередь нервной системы, 
которые были заложены в раннем развитии. 
Какое бы объяснение ни оказалось верным, 
скорее всего, в данном случае участие генов в 
контроле продолжительности жизни не связано 
с реализацией какой-либо специфической для 
процесса старения генетической программы.
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Нейрональная экспрессия stc влияет на про-
должительность жизни. Учитывая, что у дро-
зофилы Stc  был описан как нейрональный 
транскрипционный фактор  [24], мы проана-
лизировали влияние на продолжительность 
жизни нокдауна  stc в нейронах. Самцы кон-
трольной линии (stcК) и каждой из двух линий 
с трансгенами, содержащими конструкции, 
обусловливающие подавление экспрессии  stc 
по механизму РНК-интерференции (stcНД1 
и  stcНД2), были скрещены с самками каждой 
из двух линий с трансгенами, способными ин-
дуцировать экспрессию конструкций в нерв-
ных клетках (НС1 и НС2). Продолжительность 
жизни была измерена у девственных самцов и 
самок с нокдауном  stc и самцов и самок кон-
трольного генотипа, полученных в потомстве 
от этих скрещиваний.

Нокдаун stc в нейронах, вызванный 
трансгеном, локализованным в линии stcНД1, 
уменьшил среднюю продолжительность жизни 
самцов в двух проанализированных вариантах 
опыта из трех (рис. 2; табл. S1 в Приложении, 
тест Манна–Уитни). В  третьем случае незна-
чительный сдвиг кривой выживания влево по 
сравнению с контрольной кривой не означал 
достоверного уменьшения средней продолжи-
тельности жизни (рис. 1, д; stcНД1). Тем не ме-
нее в целом эти результаты позволяют говорить 
об уменьшении продолжительности жизни 
самцов с нокдауном  stc, вызванным трансге-
ном, присутствующем в линии  stcНД1. У  са-
мок продолжительность жизни не изменилась 
(рис.  2,  б, г и  е; табл.  S1 в  Приложении, тест 
Манна–Уитни).

Нокдаун stc в нейронах, вызванный 
трансгеном, локализованным в линии stcНД2, 
увеличил среднюю продолжительность жизни 
самцов во всех трех проанализированных ва-
риантах опыта (рис. 2, а, в и д; табл. S1 в При-
ложении, тест Манна–Уитни) и самок в двух 
из трех проанализированных вариантов опыта 
(рис. 2, г и е; табл. S1 в Приложении, тест Ман-
на–Уитни), в то время как в варианте третье-
го опыта небольшое визуальное увеличение 
не достигло уровня достоверности (рис.  2,  б; 
табл.  S1 в  Приложении, тест Манна–Уитни). 
В целом эти результаты позволяют говорить об 
увеличении продолжительности жизни самцов 
и самок с нокдауном  stc, вызванным трансге-
ном, присутствующим в линии stcНД2.

Учитывая, что исследуемые трансгены 
были активированы в нейронах, мы провери-
ли, повлияет ли нокдаун stc на работу нервной 
системы, используя в качестве интегрального 
признака, характеризующего функциональ-
ный статус нервной системы, спонтанную 

подвижность мух. Оказалось, что нокдаун  stc 
в нейронах, вызванный трансгеном, локали-
зованным в линии  stcНД1, увеличил подвиж-
ность самцов в возрасте 40 и 50 дней по срав-
нению с контрольными самцами (рис.  3,  а; 
табл.  S2 в  Приложении). Таким образом, 
снижение подвижности с возрастом у таких 
самцов идет медленнее, чем у контрольных, 
и можно предположить, что ресурсы нерв-
ной системы у них расходуются медленнее, 
что сохраняет большую ее пластичность в 
хронологически позднем возрасте. Этот ре-
зультат находится в хорошем соответствии с 
предположением о том, что уменьшение экс-
прессии  stc в нервной системе эмбрионов 
способствует сохранению ресурса функциони-
рования нейромышечных синапсов в позднем 
возрасте  [25]. При этом нокдаун  stc в нейро-
нах, вызванный трансгеном, локализованным 
в линии stcНД1, не повлиял на количество ATP 
в стенке тела  (каркасе) самцов, где располо-
жена основная масса мотонейронов (рис. 3, в; 
табл. S2 в Приложении), следовательно, изме-
нение их подвижности не связано с изменени-
ем энергетического статуса. Молекулярные и 
клеточные основы увеличения подвижности у 
самцов с нокдауном  stc требуют дальнейшего 
изучения. У самок с нокдауном stc в нейронах, 
вызванным трансгеном, локализованным в 
линии stcНД1, подвижность, как и продолжи-
тельность жизни, не изменилась (рис. 3, б и в; 
табл. S2 в Приложении), в связи с чем количе-
ство ATP у них не измеряли.

Нокдаун stc в нейронах, вызванный трансге-
ном, локализованным в линии  stcНД2, увели-
чил подвижность самцов в возрасте 40 и 50 дней 
(рис.  3,  а; табл.  S1 в  Приложении), а также 
подвижность самок в возрасте 20, 40 и 50 дней 
(рис. 3, б; табл. S2 в Приложении). Если рассма-
тривать подвижность как индикатор скорости 
старения  [26], то этот результат хорошо соот-
ветствует увеличению продолжительности жиз-
ни, вызванному нокдауном stc у самцов и самок 
рассматриваемого генотипа. У самцов увеличе-
ние подвижности в этом случае было сопряже-
но также с увеличением уровня энергетическо-
го обмена (рис. 3, в; табл. S2 в Приложении).

В отличие от эмбрионального нокдауна, 
нейрональный нокдаун, вызванный разными 
трансгенами, по-разному повлиял на продол-
жительность жизни. Различным оказалось и 
влияние на подвижность мух, характеризую-
щую эффективность работы нервной системы, 
и количество  ATP, характеризующее уровень 
энергетического обмена. Полученные результа-
ты заставили задуматься о том, чем обусловле-
на специфика влияния активации двух разных 
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Рис. 3. Влияние нейронального нокдауна гена stc на подвижность самцов (а) и самок (б) D. melanogaster; количество 
ATP в каркасах самцов (в) и количество транскрипта stc в головах самцов (г). Описание генотипов см. в разделе «Ма-
териалы и методы». Достоверность отличия от контрольного генотипа, ANOVA: * p < 0,025; ** p < 0,005; *** p < 0,0005 
(попарные сравнения выполнены с учетом поправки Бонферрони). Темно-серые и светло-серые звездочки – сравне-
ние stcНД1 и stcНД2 соответственно с stcK

трансгенов в нейронах на эти признаки. Пре-
жде всего, мы проверили, действительно ли 
активация обоих трансгенов приводит к умень-
шению количества транскрипта гена stc в голо-
вах мух (самцов), где находится основная масса 
нервной ткани, и подтвердили, что это так, ис-
пользуя метод количественной обратной ПЦР 
(рис. 3, г; табл. S2 в Приложении). Следователь-
но, наблюдаемые различия вызваны не отсут-
ствием эффекта нокдауна stc у особей с тем или 
иным трансгеном, содержащим конструкцию, 
обусловливающую подавление экспрессии  stc 
по механизму РНК-интерференции, а другими 
причинами. Согласно информации произво-
дителя (https://stockcenter.vdrc.at/control/main), 
структура трансгенов идентична в использо-
ванных в работе линиях, однако линии отли-
чаются местом встройки трансгена в геном, 
которое неизвестно. Известно, однако, что в 
линии  stcНД2 встройка летальна в гомозигот-
ном состоянии, поэтому можно предположить, 
что именно в этой линии встройка трансгена 
в неизвестный район генома изменила работу 
какого-то важного гена. Это изменение вместе 
с изменением экспрессии гена  stc могло по-

влиять на продолжительность жизни и другие 
признаки. По-видимому, этот гипотетический 
ген важен в нервной системе, но не участвует 
в эмбриогенезе, поэтому его эффект проявил-
ся только в нейронах. Возможно, он участвует 
в контроле энергетического обмена, и измене-
ние его работы в результате встройки трансгена 
приводит к увеличению количества ATP и, как 
следствие, улучшению подвижности. Таким 
образом, фенотипические эффекты встройки 
трансгена в линии  stcНД2, скорее всего, обу-
словлены суммарным влиянием уменьшения 
экспрессии  stc и летальной инсерции в гете-
розиготном состоянии. Было бы интересно в 
дальнейшем выяснить природу этой инсер-
ции, поскольку вызванное ей изменение поло-
жительно сказывается на продолжительности 
жизни. О  влиянии же самого нокдауна  stc на 
продолжительность жизни мы можем судить, 
используя линию stcНД1.

Связь между изменением экспрессии  stc, 
продолжительности жизни и свойств нерв-
ной системы имеет неоднозначный характер. 
Представленные в этой статье данные свиде-
тельствуют о том, что как уменьшение, так и 
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увеличение продолжительности жизни может 
сопровождаться улучшением функционально-
го статуса нервной системы в старости. Более 
того, результаты, представленные в этой статье 
и более ранней нашей работе  [25], показыва-
ют, что уменьшение экспрессии гена stc может 
приводить как к уменьшению продолжитель-
ности жизни, сопряженному с улучшением 
интегрального функционального статуса нерв-
ной системы в старости, так и к увеличению 
продолжительности жизни, сопряженному 
со снижением активности синапсов в раннем 
возрасте, и вследствие этого к возможному со-
хранению ресурса их пластичности в процес-
се старения мух. Действительно, в последнее 
время появляются факты, указывающие на 
существование ассоциации между функцио-
нальным статусом синапсов и сохранением их 
пластичности, а также связи свойств синапсов 
с продолжительностью жизни. Так, было по-
казано, что у мух с мутацией sleepless, увеличи-
вающей синаптическую активность, снижен 
ресурс пластичности синапсов [27], уменьшена 
продолжительность жизни и увеличена ско-
рость старения  [28]. У  C.  elegans возбуждение 
нейронов увеличивается с возрастом, а инги-
бирование возбуждения во всех или только в 
глутаматергических или холинергических ней-
ронах увеличивает продолжительность жизни. 
У  человека и других млекопитающих в про-
цессе старения также нарастает синаптиче-
ская активность и возбудимость, в частности, 
в глутаматергических нейронах, а когорты дол-
гожителей на молекулярном уровне характе-
ризуются значимым снижением экспрессии ге-
нов, связанных с синаптической активностью. 
Показано, что такой фенотип часто опосреду-
ется изменением активности нейронального 
транскрипционного фактора  REST (Repressor 
Element  1 Silencing Transcription factor) и его 
гомологов [29]. У дрозофилы отсутствуют пря-
мые гомологи этого белка [30], также ее геном 
не обогащен последовательностями-мишеня-
ми, связанными с этой системой регуляции 
(http://bioinformatics.leeds.ac.uk/group/online/
RE1db/re1db_home.htm), однако наиболее ве-
роятным функциональным аналогом  REST 
считается сплайсированная форма нейро-
нального транскрипционного фактора  Chn. 
Этот белок, преимущественно, локализуется 
в аксонах  [31] и участвует в общих комплек-
сах с  Ada2b, вероятным партнером  Stc  [32]. 
Это позволяет предположить, что у дрозофи-
лы Stc  участвует в процессах, функционально 
гомологичных процессам ассоциированного 
снижения синаптической активности и увели-
чения продолжительности жизни, опосредо-

ванными нейрональным транскрипционным 
фактором REST и его гомологами. Связь Stc с 
регуляцией синаптической активности в мо-
тонейронах и контролем продолжительности 
жизни навела нас на мысль о возможном уча-
стии этого транскрипционного фактора в про-
грамме феноптоза, индуцированного избыт-
ком глутамата.

Влияние нейрональной экспрессии  stc на 
продолжительность жизни зависит от содер-
жания глутамата в пище. Один из механизмов 
феноптоза связан с индукцией глутаматной 
эксайтотоксичности  – процесса гибели нерв-
ной ткани, индуцируемого избытком глута-
мата, накапливающегося в процессе старения 
организма или выбрасываемого нейронами 
и глиальными клетками в ответ на различные 
сигналы: возрастные и нейродегенеративные 
заболевания, ишемию, травму. Если организм 
не способен, используя физиологические ме-
ханизмы, снизить концентрацию глутамата в 
синаптических щелях, запускается цепная ре-
акция, вызывающая его гибель [33].

Учитывая, что нейрональный транскрип-
ционный фактор  Stc действует в мотоней-
ронах, контролируя рост их аксонов и фор-
мирование и функцию синапсов  [15], гибель 
мух, связанная с глутаматной эксайтотоксич-
ностью, вызвана в первую очередь нарастаю-
щим синаптическим возбуждением именно 
в мотонейронах  [16], а уменьшение экспрес-
сии Stc приводит к снижению активности си-
напсов [25], мы предположили, что нокдаун stc 
может смягчить эксайтотоксичность, вызван-
ную избытком глутамата.

Для проверки этого предположения мы 
попытались спровоцировать эксайтотоксиче-
скую реакцию дрозофилы путем добавления 
избыточных концентраций глутамата в корм. 
Для добавления в корм были использованы 
растворы глутамата в более низкой и более вы-
сокой концентрации. Известно, что глутамат 
в концентрации 10  мкМ вызывает эксайто-
токсический ответ у особей с генетически об-
условленными нарушениями синаптической 
функции  [34], а глутамат в добавленной кон-
центрации 10 мМ вызывает изменение продол-
жительности жизни мух дикого типа [35]. В то 
же время в деталях эффекты алиментарного 
глутамата, выявленные разными авторами, 
отличаются, и по-видимому, зависят от базо-
вого содержания глутамата в исходных компо-
нентах используемого корма  [36]. Отметим, 
что конечная концентрация глутамата в кор-
ме, использованном в наших экспериментах, 
нам не известна. Для представленной в этой 
работе грубой оценки влияния глутамата на 
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Рис. 4. Гипотетический механизм влияния сниженной экспрессии гена  stc на глутаматную эксайтотоксичность, 
приводящую к феноптозу. Схематическое описание глутаматной эксайтотоксичности основано на данных статьи 
Belov et al. [33]

продолжительность жизни мух со сниженной 
экспрессией гена stc мы использовали особей с 
нокдауном stc в нейронах, вызванным трансге-
ном, локализованным в линии stcНД1.

Добавление в корм глутамата в низкой 
концентрации (10 мкМ) не привело к измене-
нию соотношения между продолжительностью 
жизни самцов и самок контрольного генотипа 
и самцов и самок с уменьшенной экспресси-
ей  stc. Как и на стандартном корме, продол-
жительность жизни самцов с нокдауном  stc 
уменьшилась, а продолжительность жизни са-
мок не изменилась по сравнению с контроль-
ной (рис. 2, ж и з; табл. S1 в Приложении, тест 
Манна–Уитни).

Продолжительность жизни самцов кон-
трольного генотипа, живших на корме с вы-
сокой добавленной концентрацией глутамата 
(10  мМ), оказалась ожидаемо более низкой, 
чем у самцов контрольного генотипа, живших 
на корме с добавлением глутамата в низкой 
концентрации (10 мкМ), что, предположитель-

но, можно объяснить развитием глутаматной 
эксайтотоксичности. Однако, с точки зрения 
проверяемого нами предположения, важно, 
как добавление в корм глутамата в высокой 
концентрации изменило соотношение между 
продолжительностью жизни самцов и самок 
контрольного генотипа и самцов и самок с 
уменьшенной экспрессией stc.

Оказалось, что в условиях избытка глута-
мата самцы с уменьшенной экспрессией stc жи-
вут не хуже самцов контрольного генотипа, по-
скольку различие между продолжительностью 
жизни тех и других недостоверно (рис.  2,  ж; 
табл.  S1 в  Приложении, тест Манна–Уитни). 
Таким образом, у самцов уменьшение экспрес-
сии  stc в нервной системе может смягчать не-
гативное влияние глутамата на продолжитель-
ность жизни. Возможно, этот эффект означает, 
что уменьшение экспрессии  stc в нервной си-
стеме препятствует развитию глутаматной эк-
сайтотоксичности и способно предотвратить 
гибель особей в результате феноптоза (рис. 4). 
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В этом случае исследуемый нами ген stc не яв-
ляется участником программы клеточной гибе-
ли, однако способен взаимодействовать с ней, 
модифицируя ее работу.

Продолжительность жизни самок кон-
трольного генотипа, живших на корме с до-
бавлением глутамата в высокой концентрации 
(10  мМ), не изменилась по сравнению с про-
должительностью жизни самок контрольного 
генотипа, живших на корме с добавлением глу-
тамата в низкой концентрации (10  мкМ). Та-
ким образом, глутамат в концентрации 10 мМ 
не оказал негативного действия на продолжи-
тельность жизни самок с нормальным уровнем 
экспрессии stc, что, предположительно, можно 
объяснить отсутствием глутаматной эксайто-
токсичности. Примечательно, что самки с нок-
дауном stc в нейронах на корме с добавлением 
глутамата в высокой концентрации (10  мМ) 
стали жить хуже самок контрольного генотипа. 
Поскольку у самок контрольного генотипа глу-
тамат в концентрации 10 мМ, по всей видимо-
сти, не вызвал эксайтотоксичности, интерпре-
тация данных о снижении продолжительности 
жизни самок с уменьшенной экспрессией  stc 
в этих условиях представляется затруднитель-
ной. В  целом изучение действия глутамата на 
продолжительность жизни в зависимости от 
уровня экспрессии транскрипционного факто-
ра Stc в нервной системе представляется весьма 
интересным и заслуживает продолжения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши исследования показывают, что 
ген  stc, кодирующий транскрипционный фак-
тор РНК-полимеразы  II, участвует в контроле 
продолжительности жизни. Однако нам пред-
ставляется, что этот ген не является участником 
какой-либо специальной генетической про-
граммы, связанной с регуляцией длительности 
жизни. Характер влияния  stc на продолжитель-
ность жизни достаточно сложен, поскольку из-
менение работы гена на разных стадиях разви-
тия, в разных типах клеток, у особей разного 
пола изменяет ее по-разному. Мы предполагаем, 

что, участвуя в многочисленных молекулярных 
и клеточных процессах, выполняя многообраз-
ные функции и определяя развитие и особен-
ности работы организма на всех этапах жизни, 
ген в результате влияет и на один из наиболее 
интегральных признаков  – продолжительность 
жизни. В то же время полученные нами данные 
позволяют предположить, что ген stc может мо-
дифицировать специальные программы клеточ-
ной гибели, в частности, феноптоз, вызванный 
глутаматной эксайтотоксичностью. В  совокуп-
ности результаты нашей работы свидетельству-
ют о сосуществовании различных принципов, 
лежащих в основе участия генов в контроле про-
должительности жизни.
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THE GENE shuttle craft AFFECTS THE LIFESPAN 
OF Drosophila melanogaster BY CONTROLLING EARLY DEVELOPMENT 

AND MODIFYING THE AGING PROGRAM

A. V. Symonenko1, N. V. Roshuna1,2, A. V. Krementsova1,3, 
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1 Institute of Molecular Genetics, National Research Center “Kurchatov Institute”, 
123182 Moscow, Russia; E-mail: egpas@rambler.ru

2 Vavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Russian Academy of Sciences, 
119991 Moscow, Russia

3 Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, 119334 Moscow, Russia
4 FSBEU HE “Moscow Pedagogical State University”, 119991 Moscow, Russia

The fundamental mechanisms underlying the genetic control of lifespan are intensively studied and discussed 
due to the increasing importance of extending healthy human life. The sts gene of the model object Drosophila 
melanogaster encodes a transcription factor, a homologue of the human transcription factor NF-X1, involved 
in the regulation of neuronal development and other processes, as well as in the control of lifespan. In this 
work, we demonstrate that stc knockdown in embryonic and nerve cells leads to changes in lifespan, with the 
nature of the change depending on the cell type and sex of individuals. Based on our results, we suggest that 
the stc gene, being involved in the regulation of transcription throughout life, as a result also affects a complex 
integral trait – lifespan. At the same time, we show that reduction of stc expression in neurons can aleviate the 
negative effect of glutamate on longevity, possibly preventing the development of glutamate excitotoxicity, thus 
modifying the cell death program and preventing death of individuals due to phenoptosis.

Keywords: Drosophila melanogaster, lifespan, aging, locomotion, embryonic development, nervous system, 
transcription factors, glutamate, excitotoxicity, phenoptosis


