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Проведено экспериментальное исследование влияния ингибиторов ацетил-
холинэстеразы алдикарба и неостигмина на синусоидальные локомоторные 
движения почвенной нематоды Caenorhabditis elegans, индуцированные меха-
ническим стимулом. Кратковременная (15 минут) экспозиция нематод к алди-
карбу (10–40 мкМ) и неостигмину (4–12 мМ) вызывала дозозависимые наруше-
ния движения, но не приводила к полной потере двигательной активности. Эти 
результаты свидетельствуют о том, что частичное ингибирование ацетилхолин-
эстеразы в организме C. elegans нарушает регуляцию сокращения и расслаб-
ления мышц, необходимую для синусоидальных локомоторных движений тела. 
При этом сохраняется холинергическая синаптическая передача в нервно-мы-
шечных синапсах. Октопамин, функциональный аналог норадреналина в орга-
низмах беспозвоночных, и нейротрансмиттер дофамин усиливали негативное 
влияние алдикарба на локомоцию нематод. Известно, что октопамин и дофамин 
в организме C. elegans не оказывают прямого действия на локомоторные мыш-
цы, а их влияние на нарушенное алдикарбом поведение являлось результатом 
модуляции межнейрональных, а не нервно-мышечных синапсов. Выявленные 
в работе нарушения локомоции C. elegans являются следствием аномального 
повышения уровня ацетилхолина в нервной системе, а не в нервно-мышечных 
синапсах. Наиболее вероятным механизмом нарушения функций нервной сис-
темы C. elegans частичным ингибированием ацетилхолинэстеразы была гипер-
активация нейрональных никотиновых рецепторов ацетилхолина. Результаты 
работы показывают, что самой чувствительной мишенью токсического действия 
эндогенного ацетилхолина при превышении его оптимального уровня в орга-
низме C. elegans является нервная система.

К л ю ч е в ы е  с л о в а : Caenorhabditis elegans; ингибиторы ацетилхолинэстеразы; 
алдикарб; неостигмин; дофамин; октопамин.
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Введение

Одной из задач экотоксикологии животных 
является выяснение механизмов нарушения 
функций организма токсикантами. Ингибито-
ры ацетилхолинэстеразы токсичны для орга-
низмов человека и животных, но по-прежнему 
широко используются не только в качестве 
инсектицидов и нематоцидов в сельском хо-
зяйстве [Sikora, Hartwig, 1991; Baron, 1994; 
Assis et al., 2012; Čolović et al., 2013; Silva et 
al., 2013; Metcalf, Horowitz, 2014], но и как ле-
карственные средства при лечении заболе-
ваний, вызванных дефицитом ацетилхолина 
в организме человека [Giacobini, 2004; Lane et 
al., 2006; Farlow et al., 2010; Tayeb et al., 2012; 
Čolović et al., 2013]. Универсальным механиз-
мом токсического действия ингибиторов аце-
тилхолинэстеразы на организмы человека 
и животных является аномальное повышение 
концентрации эндогенного ацетилхолина, ко-
торое нарушает поведение, физиологическое 
состояние организма и может вызывать его 
гибель [Sikora, Hartwig, 1991; Baron, 1994; As-
sis et al., 2012; Tayeb et al., 2012; Čolović et al., 
2013; Silva et al., 2013; Metcalf, Horowitz, 2014]. 
Известно также, что при ингибировании аце-

тилхолинэстеразы в организме человека, поз-
воночных животных и насекомых критическим 
является аномально высокий уровень аце-
тилхолина в нервной системе, а не в мышцах 
и внутренних органах [Baron, 1994; Savolainen, 
2001; Gupta, 2006; Assis et al., 2012; Čolović et 
al., 2013; Silva et al., 2013; Metcalf, Horowitz, 
2014]. В то же время в качестве причины ток-
сического действия нематоцидов – ингибито-
ров ацетилхолинэстеразы на организмы как 
паразитических, так и свободноживущих поч-
венных нематод традиционно рассматривает-
ся аномально высокий уровень ацетилхолина 
не в нервной системе, а в нервно-мышечных 
синапсах [Charlie et al., 2006; Mahoney et al., 
2006; Jospin et al., 2009; Petrash et al., 2013]. 
Поэтому целью работы была проверка гипо-
тезы, предполагающей, что самой чувстви-
тельной мишенью токсического действия ано-
мально высокого уровня ацетилхолина в ор-
ганизмах Metazoa независимо от сложности 
строения является нервная система. Для 
проверки этой гипотезы проведены экспери-
менты, в которых исследовалось токсическое 
действие ингибиторов ацетилхолинэстеразы 
на поведение свободноживущей почвенной 
нематоды Caenorhabditis elegans.

A. V. Egorova, T. B. Kalinnikova, D. M. Khakimova, R. R. Shagidullin. 

NEUROTOXIC EFFECT OF ACETYLCHOLINESTERASE INHIBITORS ON THE 

ORGANISM OF THE FREE-LIVING SOIL NEMATODE CAENORHABDITIS 

ELEGANS MAUPAS

The effect of acetylcholinesterase inhibitors aldicarb and neostigmine on sinusoidal lo-
comotion of the soil nematode Caenorhabditis elegans induced by mechanical stimu-
lus was experimentally studied. Short-term (15 min) exposure to aldicarb (10–40 μM) 
or neostigmine (4–12 mM) caused dose-dependent dysfunction of C. elegans loco-
motion in all nematodes but without a complete loss of motor activity. These results 
indicate that partial acetylcholinesterase inhibition in C. elegans disturbs the muscle 
contraction-relaxation balance necessary for sinusoidal body movements during loco-
motion, but cholinergic synaptic transmission in neuro-muscular junctions is retained. 
Octopamine, a functional analogue of norepinephrine in invertebrate organisms, and 
neurotransmitter dopamine heightened the toxic effect of aldicarb on locomotion in 
nematodes. A known fact is that octopamine and dopamine in C. elegans organism 
have not direct effect on locomotor muscles, and their influence on behavioral sensi-
tivity to aldicarb may be a consequence of the modulation of transneuronal synapses 
rather than neuromuscular junctions. The disruption of C. elegans locomotion observed 
in this study was caused by an anomalous rise of the acetylcholine level in the nervous 
system, not in neuromuscular junctions. The most likely mechanism of the disturbance 
of C. elegans nervous system function by partial acetylcholinesterase inhibition is hy-
peractivation of neuronal nicotinic acetylcholine receptors. Our results show that the 
most sensitive target for endogenous acetylcholine at above-optimal levels in C. ele-
gans organism is the nervous system.

K e y w o rd s : Caenorhabditis elegans; acetylcholinesterase inhibitors; aldicarb; neostig-
mine; dopamine; octopamine.
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Материалы и методы

Эксперименты проводили в феврале–мар-
те 2019 года с C. elegans линии дикого типа 
N2, предоставленной Caenorhabditis Genetics 
Center. Нематод выращивали при 22 °C в чаш-
ках Петри со стандартной средой выращивания 
нематод и E. coli OP50 для кормления [Brenner, 
1974]. Эксперименты проводили с нематода-
ми двухдневного возраста, инкубированными 
индивидуально в 1 мл NG буфера (0,3 % NaCl, 
1 мМ CaCl

2
, 1 мМ MgSO

4
, 25 мМ калийфосфат-

ного буфера (pH 7,0)) [Brenner, 1974]. Для оп-
ределения чувствительности поведения к ин-
гибиторам ацетилхолинэстеразы алдикарбу 
и неостигмину нематод двухдневного возраста 
трижды отмывали от среды выращивания, бак-
терий и метаболитов 10 мл NG буфера и пере-
носили индивидуально в пробирки с 1 мл NG 
буфера с добавлением алдикарба или неостиг-
мина. Нарушения двигательной активности чер-
вей, индуцированной механическим стимулом 
(встряхивание пробирки), вызванные действием 
алдикарба или неостигмина, наблюдали через 
15 минут при температуре 22 °C с использова-
нием стереоскопического микроскопа SMZ-05. 
Эти нарушения проявлялись в потере коорди-
нации мышц, необходимой для синусоидальных 
движений, и в невозможности поддерживать 
способность к локомоции в течение 10 секунд 
после стимула. Концентрации алдикарба (10–
40 мкМ) и неостигмина (4–12 мМ) подбирали 
таким образом, чтобы нормальная локомоция, 
индуцированная механическим стимулом, со-
хранялась не менее чем у 50 % нематод после 
15-минутной экспозиции к токсикантам. Для 
изучения возможности сенситизации локомо-
ции C. elegans к ингибиторам ацетилхолинэсте-

разы нейрофармакологическими воздействия-
ми проведены эксперименты, в которых иссле-
довалось влияние биогенных аминов дофамина 
и октопамина на чувствительность поведения 
нематод к алдикарбу. В этих экспериментах 
в среду инкубации нематод помимо алдикарба 
добавляли дофамин или октопамин в концент-
рации 5 мМ, не оказывающей негативного вли-
яния на локомоцию нематод. В контрольных экс-
периментах наблюдали поведение нематод, ин-
кубированных в NG буфере. В каждом варианте 
эксперимента, проведенного в трех повторно-
стях, использовано 30 животных. Статистиче-
скую обработку результатов проводили с исполь-
зованием углового преобразования Фишера φ*.

Результаты исследования

В обычных условиях C. elegans, помещенная 
в водную среду, после механического встря-
хивания пробирки начинает плавать, совер-
шая синусоидальные движения тела. В наших 
экспериментах кратковременная (15 минут) 
экспозиция C. elegans к алдикарбу не вызы-
вала паралич нематод при его концентрации 
40 мкМ и ниже. В то же время эта экспозиция 
нематод к алдикарбу в диапазоне концентра-
ций 10–40 мкМ вызывала дозозависимые на-
рушения типичных синусоидальных движений 
C. elegans, индуцированных механическим сти-
мулом (табл.). Нематоды с такими нарушени-
ями поведения полностью сохраняют способ-
ность к плаванию. Неостигмин в концентрации 
4–12 мМ, так же как и алдикарб, вызывал нару-
шения синусоидальных движений тела нема-
тод, индуцированных механическим стимулом, 
с сохранением способности к локомоции у всех 
особей (табл.).

Влияние ингибиторов ацетилхолинэстеразы на локомоцию Caenorhabditis elegans

Acetylcholinesterase inhibitors impact on the locomotion of Caenorhabditis elegans

Алдикарб, мкМ

Aldicarb, μM

Доля нематод без нарушений 
локомоции после 15-минутной 

экспозиции к алдикарбу, %
Percentage of nematodes with 

unimpaired locomotion after 15-minute 
exposition to aldicarb, %

Неостигмин, мМ
Neostigmine, mM

Доля нематод без нарушений 
локомоции после 15-минутной 
экспозиции к неостигмину, %
Percentage of nematodes with 

unimpaired locomotion after 
15-minute exposition to neostigmine, %

0 100 0 100

10 100 4 100

20 88 ± 3 *** 8 92 ± 3 ***

40 64 ± 4 *** 12 78 ± 4 ***

Примечание. *** – достоверность разницы между контролем (среда без алдикарба или неостигмина) и опытом (среда с ал-
дикарбом или неостигмином) p < 0,001.

Note. *** – difference between the control (medium without aldicarb or neostigmine) and the experiment (medium with aldicarb or 
neostigmine) is significant at p < 0.001.
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Влияние дофамина и октопамина на чувст-
вительность плавательного поведения 
Caenorhabditis ele gans к алдикарбу (M ± SD).

По оси ординат – доля нематод, сохранивших нормаль-
ное поведение после 15-минутной экспозиции к алди-
карбу, %. По оси абсцисс – концентрация алдикарба, 
мкМ. 

*** – достоверность разницы между контролем (среда 
без дофамина или октопамина) и опытом (среда с до-
фамином или октопамином) p < 0,001

Dopamine and octopamine impact on 
Caenorhabditis elegans swimming behavior sensi-
tivity to aldicarb.

The ordinate shows the percentage of nematodes that re-
tained normal behavior after 15-minute exposition to aldi-
carb, %. The abscissa shows aldicarb concentration, μM.

*** – difference between the control (medium without do-
pamine or octopamine) and the experiment (medium with 
dopamine or octopamine) is significant at p < 0.001

Результаты экспериментов, в которых иссле-
довалось влияние дофамина и октопамина 
на чувствительность поведения нематод к ток-
сическому действию алдикарба, представле-
ны на рисунке. Октопамин и дофамин per se 
не оказывали негативного влияния на движе-
ние нематод, но повышали чувствительность 
локомоции C. elegans к действию алдикарба. 
Это проявлялось в достоверном снижении доли 
нематод, сохранивших координацию движений 
в среде с алдикарбом и дофамином или окто-
памином по сравнению со средой, не содержа-
щей биогенных аминов. 

Обсуждение результатов

Локомоция C. elegans осуществляется ре-
гуляцией мышц тела сетью нейронов, состо-
ящей из холинергических и ГАМК-ергичес-
ких моторных нейронов [Leung et al., 2008]. 
Холинергиче ские моторные нейроны иннерви-
руют не только мышцы тела, но и ГАМК-ерги-
ческие моторные нейроны [Pereira et al., 2015], 
поэтому действие ингибиторов ацетилхолин-
эстеразы на локомоцию может происходить 
в результате аномального увеличения уровня 
ацетилхолина не только в нервно-мышечных 
синапсах, но и в нескольких типах межнейро-
нальных синапсов. Известным последствием 
действия аномально высокого уровня ацетил-
холина на мышцы тела является их гиперсо-
кращение, которое in vivo проявляется в пара-
личе нематоды (полной потере способности 
как к спонтанной, так и к индуцированной ло-
комоции). Из-за низкой проницаемости кути-
кулы C. elegans для токсикантов для паралича 

необходима экспозиция нематод к высоким 
концентрациям алдикарба (0,5–1,0 мМ) в те-
чение нескольких десятков минут [Fleming et 
al., 1997; Nurrish et al., 1999; Andreson et al., 
2004; Gottschalk et al., 2005].

В отличие от алдикарба, который является 
пестицидом, токсичным для человека и гры-
зунов [Baron, 1994], неостигмин используется 
для лечения заболеваний человека, обуслов-
ленных дефицитом ацетилхолина в организме 
[Čolović et al., 2013]. Различия концентраций 
алдикарба и неостигмина, эффективных для 
нарушения поведения C. elegans (табл.), могут 
быть следствием более низкой, по сравнению 
с алдикарбом, проницаемости кутикулы для 
неостигмина. Результаты наших эксперимен-
тов (табл.) свидетельствуют о том, что час-
тичное ингибирование ацетилхолинэстеразы 
в организме C. elegans, подпороговое для на-
рушения функций нервно-мышечных синап-
сов, проявляющегося в параличе, нарушает 
сложную регуляцию сокращения и расслабле-
ния мышц, необходимую для синусоидальных 
движений тела.

Большие различия концентраций алдикарба 
и неостигмина, эффективных для нарушения 
локомоции C. elegans (табл.) и для паралича 
нематод [Charlie et al., 2006; Mahoney et al., 
2006; Jospin et al., 2009; Petrash et al., 2013], 
могут объясняться тем, что превышение оп-
тимального уровня ацетилхолина в межней-
рональных синапсах нарушает поведение 
C. elegans при концентрациях ингибиторов 
ацетилхолинэстеразы, подпороговых для нару-
шения холинергической синаптической транс-
миссии в нервно-мышечных синапсах. В пользу 
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этого объяснения свидетельствуют и резуль-
таты экспериментов, в которых исследовалось 
влияние дофамина и октопамина на чувстви-
тельность поведения к токсическому действию 
алдикарба (рис.). Высокие действующие кон-
центрации биогенных аминов в этих экспери-
ментах обусловлены низкой проницаемостью 
кутикулы для них [Chase et al., 2004] и соответ-
ствуют концентрациям дофамина и октопами-
на, неэффективным для изменения поведения 
C. elegans при отсутствии алдикарба [Chase et 
al., 2004]. Дофамин является одним из модуля-
торов синаптических связей в нервной системе 
[Vidal-Gadea et al., 2011], поэтому возможно 
его участие как в нарушениях синаптической 
передачи токсическими воздействиями, так 
и в компенсации этих нарушений. Октопамин 
осуществляет в организмах беспозвоночных 
функции, сходные с функциями норадреналина 
в организмах позвоночных животных. В орга-
низме C. elegans дофамин и октопамин явля-
ются нейротрансмиттерами и нейромодулято-
рами, которые не оказывают прямого действия 
на локомоторные мышцы [Chase et al., 2004]. 
Поэтому сенситизация дофамином и октопа-
мином чувствительности поведения C. elegans 
к токсическому действию алдикарба объяснима 
модуляцией ими межнейрональных, а не нерв-
но-мышечных синапсов. В связи с тем, что в ус-
ловиях частичного ингибирования ацетилхо-
линэстеразы аномально высокий уровень аце-
тилхолина в синапсах определяется не только 
концентрацией ингибитора, но и скоростью 
секреции ацетилхолина пресинаптиче скими 
нейронами [Charlie et al., 2006], очевидно, что 
дофамин и октопамин могут увеличивать чувст-
вительность поведения к алдикарбу модуля-
цией холинергической синаптической переда-
чи на пресинаптическом уровне.

Несмотря на то что алдикарб широко ис-
пользуется в мутантном анализе функций 
нерв но-мышечных синапсов C. elegans [Char-
lie et al., 2006; Mahoney et al., 2006; Jospin et 
al., 2009; Petrash et al., 2013], в этих исследо-
ваниях не рассматривались нарушения по-
ведения, вызванные подпороговыми для ин-
дукции паралича C. elegans концентрациями 
алдикарба. Очевидно, что выявленные нами 
нарушения локомоции C. elegans, индуциро-
ванной механическим стимулом, являются 
следствием аномального повышения уровня 
ацетилхолина в нервной системе C. elegans, 
а не в нервно-мышечных синапсах. В нервной 
системе C. elegans имеется два типа рецеп-
торов ацетилхолина: никотиновые рецепторы 
ацетилхолина (н-холинорецепторы) – ион-
ные каналы, формируемые пятью белковыми 

субъединицами [Conti-Tronconi, Raftery, 1982], 
и метаботропные мускариновые рецепторы 
ацетилхолина (м-холинорецепторы), сопря-
женные с G-белками [Lanzafame et al., 2003]. 
Поэтому превышение оптимального уровня 
ацетилхолина в нервной системе C. elegans, 
вызванное частичным ингибированием аце-
тилхолинэстеразы, может вызывать наруше-
ния поведения гиперактивацией обоих типов 
нейрональных рецепторов ацетилхолина. 
Токсическое действие аномально высокого 
ацетилхолина на нервную систему человека 
и насекомых, как правило, рассматривается 
в связи с гиперактивацией н-холинорецепто-
ров [Sattelle, 2009]. Поэтому наиболее вероят-
ным механизмом нарушения функций нервной 
системы C. elegans частичным ингибировани-
ем ацетилхолинэстеразы является гиперакти-
вация именно этих нейрональных рецепторов. 
В нервной системе C. elegans экспрессируют-
ся 29 генов н-холинорецепторов [Chatzigeor-
giou et al., 2010; Liu et al., 2012]. В связи с тем, 
что н-холинорецептор состоит из пяти субъ-
единиц, существует огромное количество по-
тенциально возможных вариантов н-холино-
рецепторов в нейронах C. elegans [Arneric et 
al., 2007]. Одним из основных методических 
подходов для идентификации н-холинорецеп-
торов не только человека, но и C. elegans явля-
ется эктопическая экспрессия композиций ге-
нов н-холинорецепторов в ооцитах шпорцевой 
лягушки с последующим фармакологическим 
анализом н-холинорецепторов с использова-
нием электрофизиологических методов [To-
mizawa, Casida, 2003; Sattelle, 2009; Lansdell 
et al., 2012]. Одним из немногих известных 
нейрональных н-холинорецепторов C. elegans 
является рецептор ACR-2R, состоящий из трех 
α-субъединиц (UNC-38, UNC-63 и ACR-12) 
и из двух субъединиц (ACR-2 и ACR-3), кото-
рые не относятся к α-субъединицам, необхо-
димым для связывания ацетилхолина и других 
агонистов н-холинорецепторов [Richmond, 
Jorgensen, 1999; Jospin et al., 2009]. Гены субъ-
единиц ACR-2R экспрессируются в холинер-
гических моторных нейронах, иннервирующих 
не только мышцы тела, но и ГАМК-ергические 
моторные нейроны [Tayeb et al., 2012]. Дол-
гое время из-за методических сложностей 
не удавалось показать, что командные ней-
роны C. elegans являются холинергическими. 
Поэтому ACR-2R рассматривался как рецеп-
тор в холинергических моторных нейронах, 
с помощью которого осуществляется ауторе-
гуляция секреции ацетилхолина [Richmond, 
Jorgensen, 1999]. В то же время в 2017 году 
были опубликованы результаты исследований, 
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свидетельствующих о том, что все команд-
ные нейроны C. elegans являются холинерги-
ческими [Belova et al., 2017]. Следовательно, 
аномальное повышение уровня ацетилхолина 
частичным ингибированием ацетилхолинэс-
тераз происходит в синапсах между команд-
ными и моторными нейронами и, как след-
ствие, может вызывать гипервозбуждение 
моторных нейронов гиперактивацией рецеп-
тора ACR-2R и других неидентифицированных 
н-холинорецепторов в этих нейронах.

В связи с тем, что ацетилхолин, секрети-
руемый холинергическими мотонейрона-
ми, не только вызывает сокращение мышц, 
но и возбуждает ГАМК-ергические мотонейро-
ны, сигналы из которых расслабляют мышцы 
тела [Rand, 2007], очевидно, что аномальное 
возбуждение ГАМК-ергических нейронов по-
вышением уровня ацетилхолина может нару-
шать координацию процессов возбуждения 
и расслабления мышц тела, необходимую для 
синусоидальных движений при плавании.

Заключение

Результаты работы впервые показывают, 
что причиной токсического действия инги-
биторов ацетилхолинэстеразы на организмы 
нематод C. elegans является нарушение ин-
тегративных функций нервной системы. В ор-
ганизмах Metazoa разных таксономических 
групп, от самых простых до высокоорганизо-
ванных, потенциальной причиной токсическо-
го действия ингибиторов ацетилхолинэстераз 
является аномально высокий уровень ацетил-
холина в межнейрональных или нервно-мы-
шечных синапсах. В то же время известно, 
что причиной токсического действия этих ин-
гибиторов на организмы человека и грызунов 
являются нарушения функций нервной систе-
мы, а не блокада нервно-мышечных синапсов 
[Baron, 1994; Savolainen, 2001; Gupta, 2006; 
Assis et al., 2012; Čolović et al., 2013; Silva et 
al., 2013; Metcalf, Horowitz, 2014]. У насекомых 
токсическое действие ингибиторов ацетил-
холинэстеразы на организм также является 
следствием нарушения интегративных функ-
ций нервной системы. Механизмы токсичес-
кого действия аномально высокого уровня 
ацетилхолина на организм эволюционно вы-
сококонсервативны, и самой чувствительной 
мишенью токсического действия эндогенного 
ацетилхолина при превышении его оптималь-
ного уровня не только в организмах челове-
ка, позвоночных и высших беспозвоночных, 
но и в простых организмах нематод является 
нервная система.
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