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ВЫРАЩИВАНИЕ Caenorhabditis elegans НА ГАЗОНЕ БАКТЕРИЙ
Escherichia coli, ДЕФЕКТНЫХ ПО СИНТЕЗУ ТЕРМИНАЛЬНЫХ ОКСИДАЗ 
bo' и bd-I, УВЕЛИЧИВАЕТ ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ ЖИЗНИ НЕМАТОД
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Исследован эффект мутаций cyoA и cydA E. coli, нарушающих активность терминальных оксидаз bo'
и bd-I соответственно, на продолжительность жизни нематод C. elegans. Показано, что средняя про-
должительность жизни нематод при выращивании на мутантах cyoA увеличивалась на 15.5%, а на
мутантах cydA – на 12.8%. Известно, что мутанты cyoА и cydА характеризуются повышенным уров-
нем генерации активных форм кислорода. Мы предполагаем, что увеличение продолжительности
жизни C. elegans обусловлено умеренным окислительным стрессом, который возникает в организме
нематод при культивировании на этих мутантных бактериях.
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Нематоды Сaenorhabditis elegans являются од-
ним из главных модельных организмов для изуче-
ния механизмов старения. Кишечный тракт нема-
тод содержит микробиоту, состав которой зависит
от видов бактерий, служащих источником их пита-
ния. С точки зрения исследования взаимодействия
между организмом-хозяином и микробиотой, ки-
шечный тракт нематод принципиально не отлича-
ется от человеческого и представляет собой первый
эшелон защиты от неблагоприятных условий сре-
ды, а также играет важную роль в поддержании
здоровья и продолжительности жизни [1]. Кроме
того кишечный тракт нематод выполняет для дру-
гих тканей функцию сигнального центра, реаги-
рующего на продукты бактериального метаболиз-
ма. Имеющиеся данные позволяют заключить,
что эволюция нематод, протекающая в постоян-
ном симбиотическом контакте с бактериями,
принципиально сходна с таковой у других эука-
риот, содержащих микробные сообщества в ки-
шечном тракте [2].

В последнее время появились сообщения о
том, что метаболические процессы, протекающие
в бактериях, оказывают прямое влияние на про-
должительность жизни нематод [3–8]. На протя-
жении многих лет считалось общепризнанным,
что энергетический метаболизм, сопровождаю-

щийся формированием активных форм кислорода
(АФК), играет ключевую роль в регуляции процес-
са старения [9]. Однако в последнее время тради-
ционный взгляд на АФК как агентов, ответствен-
ных за процесс старения, подвергся ревизии [10,
11], и получены доказательства, что некоторый
уровень АФК необходим для нормальной жизне-
деятельности, а также увеличивает продолжи-
тельность жизни [12–18]. Таким образом, взаи-
мосвязь между продолжительностью жизни и
окислительным стрессом противоречива и требу-
ет дальнейших исследований.

Целью настоящей работы является изучение
влияния мутаций в генах сyoA и cydA, кодирующих
цитохромоксидазы bo' и bd-I [19–21] соответ-
ственно, на продолжительность жизни нематод
C. elegans. Известно, что из-за нарушения процес-
са аэробного дыхания у этих мутантов наблюдает-
ся повышенный уровень генерации АФК [22].

В качестве газона для выращивания нематод
использовали бактерий E. coli – производных
штамма MG1655 дикого типа. В геном этого
штамма с помощью трансдукции фагом Р1 пере-
носили инсерции cyoA::kan и cydA::kan из штам-
мов коллекции Keio [23]. Трансдукцию проводи-
ли по стандартной методике [24].
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Культивирование бактериальных штаммов
осуществляли на полноценной среде LB (рН 7.0)
[24], либо на твердых средах такого же состава с до-
бавлением 2%-ного бакто-агара (фирма “Difco”).
Для обеспечения селективного роста клеток ис-
пользовали канамицин – 40 мкг/мл.

Для экспериментов с нематодами микроорга-
низмы выращивали в жидкой среде LB c необхо-
димыми добавками при температуре 37°С на ка-
чалке n = 220 об/мин в течение 16 ч. Далее засева-
ли по 20 мкл (MG1655) и 40 мкл (мутанты
cyoA::kan и cydA::kan) ночной культуры чашки со
стандартной нематодной средой (NGM) и выра-
щивали в термостате при температуре 37°С в тече-

ние 16 ч. Перед посадкой нематод чашки с пита-
тельной подложкой охлаждали до 20°С.

В работе использовались Caenorhabditis elegans
N2 Bristol (дикий тип). Культивирование нематод
проводили при температуре 20°С. Для экспери-
ментов животных выращивали из отмытых от по-
сторонней микрофлоры яиц на среде NGM с не-
обходимым бактериальным газоном в течение 2-х
генераций [25]. Для установления возрастной
синхронизации взрослых особей отсаживали на
чашки Петри с NGM-средой и соответствующим
бактериальным газоном для откладывания яиц.
После 3–4 ч инкубации при температуре 20°С
взрослых нематод убирали и выращивали личин-
ки из яиц до возраста L4. Затем вручную переса-

Рис. 1. Графики выживаемости Caenorhabditis elegans N2 при выращивании на газоне штаммов E. coli MG1655 дикого
типа и мутантов cyoA::kan и cydA::kan (верхний график) и cyoA::kan cydA::kan (нижний график). В скобках указаны зна-
чения СПЖ. Приведенные на рисунке цифровые значения в процентах отражают увеличение средней продолжитель-
ности жизни нематод на мутантных бактериях относительно нематод, выращенных на штамме MG1655 дикого типа.
Графики выживаемости построены с использованием программы SciDAVis 0.2.1.
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живали на чашки Петри с NGM-средой и бакте-
риальным газоном. Численность нематод кон-
тролировали ежедневно. Количество нематод в
опыте было не менее 100 особей на точку. Пере-
садку нематод осуществляли через день на анало-
гичные среды в течение всего эксперимента. Жи-
вотные считались мертвыми, когда они прекраща-
ли глоточную перекачку и не реагировали на
дотрагивание платиновой проволочкой. За на-
чальную точку t = 0 принимали возраст нематод L4.
Продолжительность жизни нематод оценивалась
путем определения временного интервала, кото-
рый соответствует выживаемости 50% популяции
(СПЖ – средняя продолжительность жизни).
Все эксперименты повторяли три раза. Построе-
ние графиков и их обработка методом сигмои-
дальной аппроксимации экспериментальных
данных проводились с использованием про-
граммы SciDAVis 0.2.1.

Результаты экспериментов по выращиванию
C. elegans на газоне исследуемых штаммов показа-
ли, что несмотря на задержку в развитии нематод
до стадии L4, СПЖ взрослых червей на мутанте
cyoA::kan увеличивалась на 15.5% по сравнению с
таковой на контрольном штамме MG1655 дикого
типа (рис. 1, верхний график). Культивирование
нематод на газоне мутанта cydA::kan также приво-
дило к положительному эффекту на выживае-
мость червей: по сравнению с контрольным
штаммом СПЖ возрастала на 12.8% (рис. 1, верх-
ний график). Комбинация мутаций cyoA::kan и cy-
dA::kan в одном геноме не приводила к дальнейше-
му повышению СПЖ нематод (рис. 1, нижний гра-
фик). Отсутствие кумулятивного эффекта
мутаций cyoA::kan и cydA::kan на СПЖ нематод,
возможно, связано с существенным замедлением
роста таких бактерий и, вследствие этого, сниже-
нием их способности служить эффективным ис-
точником питания для нематод. Мы предполага-
ем, что увеличение продолжительности жизни
нематод, наблюдаемое при их культивировании
на газоне бактерий, дефектных по терминальным
оксидазам, обусловлено повышенным уровнем
генерации АФК в клетках этих мутантов.

Полученные результаты подтверждают дан-
ные работы [26], демонстрирующей существен-
ную задержку развития личинок нематод, а также
активацию генов нематод, вовлеченных в мито-
хондриальную защиту от окислительного стресса
при их культивировании на мутантах cyo E. coli.
Однако эффект мутации cyo на продолжитель-
ность жизни C. elegans в цитируемой работе не
изучался. Таким образом, выявленный нами по-
зитивный эффект культивирования нематод на
мутантах E. coli, дефектных по синтезу терми-
нальных оксидаз bo' и bd-I, на продолжитель-
ность их жизни может быть интерпретирован в
рамках концепции “митохондриального горме-
зиса”. Согласно этой концепции умеренные дозы

АФК приводят к усилению аэробного дыхания,
индукции защитных механизмов организма от
окислительного стресса и в конечном счете к уве-
личению продолжительности жизни [27–29].

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда, грант № 17-74-
30030.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Caenorhabditis elegans Cultured on Escherichia coli Strains Lacking bo'
and bd-I Terminal Oxidases Exhibit Extended Lifespan

O. A. Katkova-Zhukotskayaa, S. Yu. Ereminaa, R. S. Shakulovb, and A. S. Mironova, *
aEngelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

bState Research Institute of Genetics and Selection of Industrial Microorganisms of the National Research Center “Kurchatov 
Institute”, Moscow, 117545 Russia

*e-mail: alexmir_98@yahoo.com

The effect of E. coli cyoA and cydA mutations with abolished bo' and bd-I terminal oxidase activity on C. ele-
gans lifespan was investigated. We have shown that the mean lifespan of worms feeding on cyoA and cydA mu-
tants was increased by 15.5% and 12.8%, correspondingly. It is known that cyoA and cydA mutants are char-
acterized by increased level of reactive oxygen species generation. We suggest that extended lifespan of C. el-
egans observed during feeding worms on these mutants caused by moderate oxidative stress.

Keywords: lifespan, terminal oxidases, oxidative stress, E. coli, Сaenorhabditis elegans.
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