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Âçàèìîîòíîøåíèÿ øèðîêî èçâåñòíîãî ìîäåëüíîãî îðãàíèçìà Caenorhabditis elegans ñ ãðè-
áîì Pleurotus ostreatus ïðåäîñòàâëÿåò óíèêàëüíóþ âîçìîæíîñòü èññëåäîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíî-ãå-
íåòè÷åñêèõ ìåõàíèçìîâ íà÷àëüíûõ ñòàäèé âçàèìîäåéñòâèé æèâîòíûõ ñ ïàòîãåííûìè îðãàíèç-
ìàìè â ïðîñòðàíñòâå è âî âðåìåíè. Ïðîñëåæåíû ýòàïû ïðîíèêíîâåíèÿ ìèöåëèÿ P. ostreatus

â æèâóþ íåìàòîäó ÷åðåç åñòåñòâåííûå îòâåðñòèÿ è êóòèêóëó è êîëîíèçàöèè âñåãî òåëà íå-
ìàòîäû. Âûÿâëåíû ïåðâè÷íûå êîíòàêòû ìèöåëèÿ P. ostreatus è íåìàòîäû C. ålegans. Ïîêàçàíà
âîçìîæíîñòü èññëåäîâàíèÿ ëîêàëüíûõ çàùèòíûõ ðåàêöèé ïîêðîâîâ íåìàòîäû C. elegans ïðè
ïîðàæåíèè ìèöåëèåì P. ostreatus.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: Caenorhabditis elegans, Pleurotus ostreatus, ìîäåëüíàÿ ñèñòåìà äëÿ èçó÷å-
íèÿ èììóíèòåòà æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà.

Oäíèì èç íàèáîëåå èçâåñòíûõ ìîäåëüíûõ îðãàíèç-
ìîâ äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ âçàè-
ìîîòíîøåíèé æèâîòíûõ ñ ïàòîãåííûìè ìèêðîîð-
ãàíèçìàìè ÿâëÿåòñÿ íåìàòîäà C. elegans [1]. Ãëàâíîå
äîñòîèíñòâî C. elegans êàê ìîäåëüíîãî îðãàíèçìà —
åå îòíîñèòåëüíî ïðîñòàÿ àíàòîìèÿ [2]. Äëèíà íåìà-
òîäû 1 ìì, îíà ñîñòîèò èç 959 êëåòîê. Òåëî íåìàòî-
äû öèëèíäðè÷åñêîå, ñîñòîÿùåå èç ãîëîâíîãî îòäåëà
ñ ðîòîâûì îòâåðñòèåì è ôàðèíêñîì, öåíòðàëüíîé ÷àñ-
òè ñ ïèùåâàðèòåëüíûì òðàêòîì è ãîíàäàìè è õâîñ-
òîâîãî îòäåëà ñ àíóñîì. Êèøå÷íèê C. elegans ñîñòîèò
èç 20 ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê, ôîðìèðóþùèõ 9 êîëåö,
8 èç êîòîðûõ îáðàçîâàíû äâóìÿ êëåòêàìè, îäíî (ïåð-
âîå) êîëüöî îáðàçîâàíî 4 êëåòêàìè. Ýòè ýïèòåëèàëü-
íûå êëåòêè èìåþò áîëüøîå ñõîäñòâî ñ ýïèòåëèåì
ïèùåâàðèòåëüíîãî òðàêòà ìëåêîïèòàþùèõ [3].

Ãèïîäåðìèñ (ýïèäåðìèñ) è ìûøöû ñòåíîê îêðó-
æàþò ïèùåâàðèòåëüíûé òðàêò, ãîíàäû è çàïîëíåííûå
æèäêîñòüþ âíóòðåííèå ïîëîñòè íåìàòîäû (ïñåâäî-
öåëîì). Kîëëàãåíîâàÿ êóòèêóëà ïîêðûâàåò ãèïîäåð-
ìó ñíàðóæè. Õàðàêòåðíûå ñèíóñîèäàëüíûå äâèæåíèÿ
íåìàòîä ÿâëÿþòñÿ ðåçóëüòàòîì ñîêðàùåíèÿ ìûøö.
Îíè îáåñïå÷èâàþò ïåðåìåùåíèå íåìàòîä è èõ ïîâå-
äåíèå, êîîðäèíèðóåìîå íåðâíîé ñèñòåìîé, âîñïðèíè-
ìàþùåé âíåøíèå ðàçäðàæèòåëè. Íåìàòîäà C. elegans —
îäèí èç ïðîñòåéøèõ îðãàíèçìîâ ñ íåðâíîé ñèñòåìîé,
îáåñïå÷èâàþùåé ïåðåäà÷ó ìåõàíè÷åñêèõ ðàçäðàæå-
íèé, õåìî- è òåðìîòàêñèñ [4]. Êàæäàÿ âçðîñëàÿ îñîáü
C. elegans â òå÷åíèå òðåõäíåâíîãî æèçíåííîãî öèêëà
ïðîèçâîäèò 300 íîâûõ ãåíåòè÷åñêè èäåíòè÷íûõ æè-
âîòíûõ. Ýòî äàåò âîçìîæíîñòü áûñòðî ðàçìíîæàòü íå-

ìàòîä è ïîääåðæèâàòü êðóïíóþ ïîïóëÿöèþ [5]. Â æèç-
íåííîì öèêëå C. elegans âûäåëÿþò ýìáðèîíàëüíóþ
ñòàäèþ, ÷åòûðå ëè÷èíî÷íûå ñòàäèè (L1—L4) è âçðîñ-
ëûå îñîáè. Â êîíöå êàæäîé ñòàäèè ïðîèñõîäèò ëèíü-
êà è ñèíòåçèðóåòñÿ íîâàÿ êóòèêóëà. Ïîñëå ýòîãî ñòà-
ðàÿ êóòèêóëà ñáðàñûâàåòñÿ. Ñêîðîñòü ðîñòà è ðàçâèòèÿ
íåìàòîä çàâèñèò â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îò òåìïå-
ðàòóðû. Íåìàòîäû C. elegans â îñíîâíîì ãåðìàôðî-
äèòû, ÷òî äàåò ïðåèìóùåñòâî ïðè èõ ãåíåòè÷åñêîì
àíàëèçå. Êëåòêè íåìàòîä äèïëîèäíûå. Âñå ñòàäèè ðàç-
âèòèÿ, ñêîðîñòü è êèíåòèêó äâèæåíèÿ C. elegans ìîæ-
íî íàáëþäàòü ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì, òàê êàê
ýòè íåìàòîäû ñîâåðøåííî ïðîçðà÷íû. C. elegans øè-
ðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ðàçâèòèÿ è ôóíê-
öèé æèâûõ îðãàíèçìîâ: îáìåíà óãëåâîäîâ, ïðîöåññîâ,
ïðîèñõîäÿùèõ â æèâîì îðãàíèçìå ïðè äèàáåòå, ñòà-
ðåíèè, íàðóøåíèÿõ æèðîâîãî îáìåíà. Ïðîçðà÷íîñòü
íåìàòîä äàåò âîçìîæíîñòü íàáëþäàòü õàðàêòåð ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ è ðàçâèòèå èíôåêöèè. Ãåíîì C. elegans
èçâåñòåí: ýòî áûë ïåðâûé ìíîãîêëåòî÷íûé îðãàíèçì,
êîòîðûé áûë ñåêâåíèðîâàí [6]. Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ýòèõ
íåìàòîä ìîæåò áûòü ëåãêî ïîäàâëåíà çà ñ÷åò èíòåð-
ôåðåíöèè ÐÍÊ (RNAi) ïðè êîðìëåíèè íåìàòîä æè-
âûìè Å. coli, ýêñïðåññèðóþùèìè äâóöåïî÷å÷íóþ ÐÍÊ
(dsRNA), ñîîòâåòñòâóþùóþ ãåíàì C. elegans. Ó C. ele-
gans áûëè îáíàðóæåíû ôóíêöèîíàëüíûå ýêâèâàëåíòû
áîëüøåé ÷àñòè ãåíîâ ÷åëîâåêà. ×òîáû âûÿâèòü ôóíê-
öèè ãåíîâ C. elegans ïîìèìî èñïîëüçîâàíèÿ äåëåöèé
è ìóòàöèé, ìîæíî ïîìåòèòü ãåí ôëóîðåñöåíòíûì ìàð-
êåðîì è óâèäåòü, êîãäà è ãäå ýòîò ãåí âêëþ÷àåòñÿ.
Ìåòîäè÷åñêè î÷åíü ëåãêî àêòèâèðîâàòü è èíãèáèðî-
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âàòü ãåíû ýòîé íåìàòîäû è ïðîñëåäèòü ïîñëåäñòâèÿ
ýòîé îïåðàöèè. Èçìåíåíèÿ â ýêñïðåññèè ãåíîâ ìîæ-
íî ïðîñëåäèòü, èñïîëüçóÿ êîëè÷åñòâåííóþ ïîëèìå-
ðàçíóþ öåïíóþ ðåàêöèþ (ÏÖÐ, qRT-PCR).

Ó C. elegans îòñóòñòâóþò ñèñòåìà êðîâîîáðàùåíèÿ,
ñïåöèàëèçèðîâàííûå èììóííûå êëåòêè è ôàãîöè-
òû. Êàê è ó äðóãèõ áåñïîçâîíî÷íûõ, ó C. elegans íåò
àíòèòåë, è èõ çàùèòà îáåñïå÷èâàåòñÿ âðîæäåííûì
èììóíèòåòîì. C. elegans ñîçäàåò áàðüåðû íà ïóòè ïà-
òîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ çà ñ÷åò ðåãóëèðîâàíèÿ
òðàíñêðèïöèè çàùèòíûõ ãåíîâ ïîñëå çàðàæåíèÿ [7].
Â îòëè÷èå îò äðîçîôèëû è ìëåêîïèòàþùèõ èììóí-
íûé îòâåò C. elegans íå çàâèñèò îò ðåöåïòîðà ãðóïïû
Toll [8]. Áîëåå òîãî, îòñóòñòâèå ãîìîëîãè÷íîãî ÿäåð-
íîãî ôàêòîðà NF-κb â ãåíîìå C. elegans ïðèâåëî ê çà-
êëþ÷åíèþ, ÷òî çàùèòíûå ðåàêöèè ðåãóëèðóþòñÿ ôàê-
òîðàìè òðàíñêðèïöèè, îòëè÷íûìè îò NF-κb [8].

Íåìàòîäà C. elegans îáèòàåò â ïî÷âå, ãäå ïîñòî-
ÿííî ñòàëêèâàåòñÿ ñ áîëåçíåòâîðíûìè îðãàíèçìàìè.
Áîëåå òîãî, ýòà íåìàòîäà ïèòàåòñÿ áàêòåðèÿìè, êî-
òîðûå ìîãóò âûçûâàòü èíôåêöèè ó æèâîòíûõ. È òåì
íå ìåíåå C. elegans âûæèâàåò â ïî÷âå â óñëîâèÿõ æå-
ñòîêîé êîíêóðåíöèè çà èñòî÷íèêè ïèòàíèÿ áëàãîäà-
ðÿ âûðàáîòàííûì â ïðîöåññå ýâîëþöèè çàùèòíûì
áàðüåðàì. Ó C. elegans îáíàðóæåíà ñèñòåìà èíäóöè-
ðîâàííûõ çàùèòíûõ ðåàêöèé, èìåþùàÿ ñõîäñòâî ñ èì-
ìóíèòåòîì ìëåêîïèòàþùèõ. Áîëåå âñåãî èññëåäîâàíû
êèøå÷íûå èíôåêöèè íåìàòîäû, âûçûâàåìûå áàêòå-
ðèÿìè Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus fecalis,
Salmonella enterica, Staphylococcus aureus è ãðèáàìè
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, C. laurentii,
è âûÿâëåíû çàùèòíûå ðåàêöèè, èíäóöèðóåìûå èíôåê-
öèåé â ïèùåâàðèòåëüíîì òðàêòå [9, 10]. Íåìàòîöèäíûé
ãðèá Drechmeria coniospora ñïîñîáåí ïðèêðåïëÿòüñÿ
ê êóòèêóëå ðÿäà íåìàòîä ïðåèìóùåñòâåííî âîêðóã ðî-
òîâîãî îòâåðñòèÿ è äðóãèõ åñòåñòâåííûõ îòâåðñòèé,
îáðàçîâûâàòü àïïðåññîðèåïîäîáíûå ñòðóêòóðû è ïðî-
íèêàòü âíóòðü òåëà íåìàòîä. Îáðàáîòêà íåìàòîä ïðî-
òåîëèòè÷åñêèìè ôåðìåíòàìè ñíèæàëà ñïîñîáíîñòü
ãðèáà ê ïðèêðåïëåíèþ îò 40 äî 60% [11]. Ìèöåëèé
D. coniospora èíäóöèðóåò òðàíñêðèïöèþ çàùèòíûõ ãå-
íîâ, êîäèðóþùèõ àíòèìèêðîáíûå ïåïòèäû è êèíàç-
íûé êàñêàä, ðåãóëèðóþùèé ïåðåäà÷ó ñèãíàëîâ â èí-
ôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ íåìàòîä [12].

Çàùèòíûå ðåàêöèè â ìåñòàõ âíåäðåíèÿ ïàòîãåíîâ,
êîòîðûå ôàêòè÷åñêè îïðåäåëÿþò, îñóùåñòâèòñÿ ëè
çàðàæåíèå èëè ïàòîãåí íå ñìîæåò ïðåîäîëåòü áàðüåðû
õîçÿèíà è óñòàíîâèòü ïàðàçèòè÷åñêèå âçèìîîòíîøå-
íèÿ, îñòàþòñÿ ñëàáî èçó÷åííûìè.

Èçâåñòíî, ÷òî â ïðèðîäíûõ ýêîñèñòåìàõ íåêîòî-
ðûå äåðåâîðàçðóøàþùèå ãðèáû çàõâàòûâàþò è ïåðå-
âàðèâàþò ïî÷âåííûå ñâîáîäíîæèâóùèå íåìàòîäû,
èñïîëüçóÿ èõ äëÿ âîñïîëíåíèÿ äåôèöèòà àçîòà. Ñîîò-
íîøåíèå óãëåðîäà è àçîòà â äðåâåñèíå áëèçêî ê 100:1,
ïîýòîìó äåðåâîðàçðóøàþùèå ãðèáû èñïûòûâàþò ïî-
ñòîÿííûé äåôèöèò àçîòà. Íåäîñòàòîê àçîòèñòûõ ñî-
åäèíåíèé â äðåâåñèíå ëèìèòèðóåò èõ ðîñò è ðàçâè-
òèå [13]. Â ïðîöåññå ýâîëþöèè, ïî-âèäèìîìó, âûæèëè

äåðåâîðàçðóøàþùèå ãðèáû, êîòîðûå âûðàáîòàëè ìå-
õàíèçìû èñïîëüçîâàíèÿ äðóãèõ îðãàíèçìîâ (äðîæ-
æè, áàêòåðèè, âîäîðîñëè è äð.) â êà÷åñòâå èñòî÷íè-
êîâ àçîòíîãî ïèòàíèÿ [14]. Áûëî èçâåñòíî, ÷òî ãðèá
Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr) Kumm. ðàñòåò êàê ñàï-
ðîòðîô íà âàëåæíèêå ïðåèìóùåñòâåííî ëèñòâåííûõ
ïîðîä äåðåâüåâ, íî ìîæåò ïàðàçèòèðîâàòü íà æèâûõ
îñëàáëåííûõ äåðåâüÿõ. Â ýòîì ñëó÷àå P. ostreatus âû-
çûâàåò áåëóþ ãíèëü äðåâåñèíû, íàðàùèâàÿ áèîìàññó
ìèöåëèÿ çà ñ÷åò ðàçðóøåíèÿ ïîëèìåðîâ äðåâåñèíû
äî ìîíîìåðîâ è èñïîëüçóÿ â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ïè-
òàíèÿ öåëëþëîçó, ãåìèöåëëþëîçó è ëèãíèí. Ñåêðå-
öèÿ ðàçëè÷íûõ ãðóïï ôåðìåíòîâ, ãëàâíûì îáðàçîì
ëèãíî- è öåëëþëîçîëèòè÷åñêèõ, ïîçâîëÿåò P. ostrea-

tus ðàçâèâàòüñÿ íà øèðîêîì ñïåêòðå ðàñòèòåëüíûõ
ñóáñòðàòîâ [15]. Áûëo ïoêàçàíî, ÷òî ïðè âûðàùèâà-
íèè íà àãàðèçèðîâàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå P. ostrea-

tus ìîæåò èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíîãî
èñòî÷íèêà ïèòàíèÿ ðàçíûe âèäû è ðîäû äðîææåé:
Hanseniaspora uvarum, Rhodotorula minuta è Saccha-

romyces cerevisiae, êîòîðûå óâåëè÷èâàëè âûõîä ïëî-
äîâûõ òåë [16]. Òîðí è Áýððîí îïèñàëè ìåõàíèçì,
èñïîëüçóåìûé ìèöåëèåì P. ostreatus äëÿ áûñòðîãî
îáåçäâèæèâàíèÿ íåìàòîä [13]. Íåìàòîòîêñèí, ñîäåðæà-
ùèéñÿ â ñåêðåòîðíûx âûðîñòàx ìèöåëèÿ, ôîðìèðó-
þùèxñÿ â çðåëûõ çîíàõ ãðèáíîé êîëîíèè, áûë âûäå-
ëåí è èäåíòèôèöèðîâàí êàê òðàíñ-2-äåöåíåäèîèêîâàÿ
êèñëîòà [17].

Îñíîâûâàÿñü íà ýòîì, ìû ïðåäïîëîæèëè âîç-
ìîæíîñòü çàðàæåíèÿ ãðèáîì P. ostreatus øèðîêî èñ-
ïîëüçóåìîé âî ìíîãèõ ëàáîðàòîðèÿõ íåìàòîäû Cae-
norhabditis elegans è ïîñòàâèëè ñâîåé öåëüþ ïðîâå-
ðèòú ýòî ýêñïåðèìåíòàëüíî. Èñïîëüçîâàíèå ýòîé
êîìáèíàöèè ïàòîãåíà è õîçÿèíà ìîãëî áû äàòü ñó-
ùåñòâåííûå ïðåèìóùåñòâà ïðè ðåøåíèè ïðîáëåì
èììóíèòåòà, â îñîáåííîñòè íà ýòàïå óñòàíîâëåíèÿ
ïàðàçèòè÷åñêèõ âçàèìîîòíîøåíèé. Áîëüøèì ïðåè-
ìóùåñòâîì ýòîé ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ãåíîìû
îáîèõ êîìïîíåíòîâ ýòîé ñèñòåìû — íåìàòîäû è
ãðèáà — èçâåñòíû. Ãåíîì P. ostreatus áûë ñåêâåíèðî-
âàí â Joint Genome Institute â 2010 ã. (JGI, Walnut
Creek, California, USA) [18].

Íàøè èññëåäîâàíèÿ áûëè íàïðàâëåíû íà ðåøåíèå
ñëåäóþùèõ çàäà÷: ðàçðàáîòàòü ìåòîäèêè çàðàæåíèÿ
ìîäåëüíîãî îðãàíèçìà (íåìàòîäà C. elegans) ãðèáîì
P. ostreatus, âûÿâèòü ñèìïòîìû ïîðàæåíèÿ, èçó÷èòü èõ
âçàèìîîòíîøåíèÿ â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ íà âñåõ
ýòàïàõ èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Îáúåêòû èññëåäîâàíèÿ — êñèëîòðîôíûé áàçè-
äèîìèöåò Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr) Kumm. (Basi
diomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Agaricales,
Pleurotaceae, [19], øòàìì ÍÊ35 è ñâîáîäíîæèâóùàÿ
ïî÷âåííàÿ íåìàòîäà Caenorhabditis elegans, îòíîñÿùàÿ-
ñÿ ê êðóãëûì ÷åðâÿì, øòàìì N2 [5].
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Âûðàùèâàíèå íåìàòîä. Äëÿ ïîääåðæàíèÿ êóëü-
òóðû C. elegans, êàê ïðàâèëî, èñïîëüçóåòñÿ íåïàòîãåí-
íàÿ êèøå÷íàÿ ïàëî÷êà Escherichia coli. Ìû âûðà-
ùèâàëè C. elegans äî ñòàäèè L3/L4 íà àãàðèçèðîâàí-
íîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå äëÿ ðîñòà íåìàòîä (Nematode
Growth Medium, NGM) ñ èñïîëüçîâàíèåì íåïàòîãåí-
íîãî øòàììà E. coli OP50, àóêñîòðîôà ïî óðàöèëó,
â êà÷åñòâå ïèòàòåëüíîãî ñóáñòðàòà [1]. Ïðè 20°Ñ íå-
ìàòîäû îáû÷íî äîñòèãàëè ñòàäèè L3/L4 ÷åðåç 34 ÷ [5].

Êóëüòèâèðîâàíèå ãðèáà P. ostreatus è ïîñòàíîâêà
ýêñïåðèìåíòà ñ íåìàòîäàìè. Êóëüòóðó ãðèáà P. ost-
reatus ïîääåðæèâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè íà 2%-ì ñòåðè-
ëüíîì ìàëüò-àãàðå (Bacto Malt Extract, Becton, Dic-
kinson and Co, USA) ïðè òåìïåðàòóðå 22 ± 1°Ñ.
Âçàèìîäåéñòâèå ãèô P. ostreatus è íåìàòîä èññëåäî-
âàëè íà òîíêîì ìèöåëèàëüíîì ñëîå ãðèáà, âûðàùåí-
íîì íà 2%-ì âîäíîì àãàðå. Ñ ýòîé öåëüþ â öåíòð
÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 4 ñì ïîìåùàëè äèñê ìèöå-
ëèÿ äèàìåòðîì 0,5 ñì è èíêóáèðîâàëè â òåðìîñòàòå â
òå÷åíèå 7 äíåé ïðè òåìïåðàòóðå 22 ± 1°Ñ. Ïðè ýòîì
ôîðìèðîâàëñÿ òîíêèé ñëîé ãèô, ðàñòóùèõ ðàäèàëü-
íî îò öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííîãî äèñêà ìèöåëèÿ.
Ãðèá P. ostreatus òàêæå âûðàùèâàëè íà ïîâåðõíîñòè
öåëëîôàíà â òå÷åíèå 7 äíåé ïðè òåìïåðàòóðå 22°Ñ
òàêèì îáðàçîì, ÷òî âñÿ ïîâåðõíîñòü öåëëîôàíà áûëà
ðàâíîìåðíî ïîêðûòà ãèôàìè ãðèáà. Ìèöåëèé P. ost-
reatus ÍÊ35 ïðî÷íî ïðèêðåïëÿëñÿ ê ïîâåðõíîñòè öåë-
ëîôàíà è ïîñòåïåííî íà÷èíàë óñâàèâàòü öåëëþëîçó.
Æèâûõ íåìàòîä C. elegans N2 íàíîñèëè íåïîñðåäñò-
âåííî íà ìèöåëèé ïî ïåðèôåðèè êîëîíèè ãðèáà.
Àíàëèç âçàèìîäåéñòâèÿ ãèô ãðèáà P. ostreatus ñ íå-
ìàòîäàìè ïðîâîäèëè ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ íåìà-
òîä â ñòàäèè L3/L4.

Îêðàøèâàíèå. Äëÿ âèçóàëèçàöèè çîí êîíòàêòa ãèô
ãðèáà è íåìàòîä èñïîëüçîâàëè ìåòîäèêó îêðàøèâà-
íèÿ 1%-ì òðèïàíîâûì ñèíèì â ëàêòîôåíîëå â òå÷å-
íèå 1 ìèí ñ ïîñëåäóþùåé ïðîìûâêîé â ôîñôàòíîì áó-
ôåðe pH 7,2. Ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü Êàëüêîôëîð
(Fluorescent Brightener 28, Sigma-Aldrich), äàþùèé ÿð-
êóþ ôëóîðåñöåíöèþ îáîëî÷eê ìèöåëèÿ è ñåïò ïðè
ëàçåðíîì îáëó÷åíèè äëèíîé âîëíû ñ ìàêñèìóìîì
ýìèññèè 405 íì, áûë èñïîëüçîâàí äëÿ âûÿâëeíèÿ ãèô
ãðèáà âíóòðè òêàíåé íåìàòîäû.

Ôëóîðåñöåíòíàÿ è êîíôîêàëüíàÿ ëàçåðíàÿ ñêàíè-
ðóþùàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Êîíòàêòíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ãðè-
áà P. ostreatus ÍÊ35 è íåìàòîä C. elegans N2 èññëåäî-
âàëè ïîä ôëóîðåñöåíòíûì (Leica D 5000 B, Germany)
è êîíôîêàëüíûì (Leica SP1 and SP5, Germany) ìèê-
ðîñêîïaìè. Ïðåäâàðèòåëüíî íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà
íàíîñèëñÿ òîíêèé ñëîé 3%-é àãàðoçû, ÷òîáû ïðåäîò-
âðàòèòü ðàçðûâû êóòèêóëû æèâûõ íåìàòîä, íàõîäÿ-
ùèõñÿ ïîä äàâëåíèåì ìåæäó ïðåäìåòíûì è ïîêðîâíûì
ñòåêëàìè. Äëÿ îáåçäâèæèâàíèÿ íåìàòîä èñïîëüçîâàë-
ñÿ 25 ìÌ ðàñòâîð ëåâàìèçîëà (Levamisole hydrochlo-
ride, Sigma-Aldrich). Íà êàæäîå ïðåäìåòíîå ñòåêëî
íàíîñèëñÿ 1 ìêë ýòîãî ðàñòâîðà.

Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Äëÿ ñêà-
íèðóþùeé ýëåêòðîííoé ìèêðîñêîïèè ìèöåëèé P. ost-

reatus âûðàùèâàëè íà êðóãëûõ ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ
äèàìåòðîì 12 ìì, ïîêðûòûõ 0,1%-ì âîäíûì ðàñòâî-
ðîì ïîëèëèçèíà (Poly-L-Lysine, Sigma-Aldrich) â òå-
÷åíèå 7 äíåé ïðè 21°C. Ïîêðîâíûå ñòåêëà ïîìåùàëè
íà òîíêèé ñëîé 2%-ãî âîäíîãî àãàðà â ÷àøêè Ïåòðè
äèàìåòðîì 4 ìì. Íà ïîâåðõíîñòü ìèöåëèÿ íàíîñèëè
ñóñïåíçèþ íåìàòîä â ñòàäèè L3/L4 ïðèìåðíî ïî 20 øò
íà 1 ïîêðîâíîå ñòåêëî. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ íå-
ìàòîä ìàòåðèàë ôèêñèðîâàëè â 2,5%-ì ðàñòâîðå ãëó-
òàðîâîãî àëüäåãèäà â ôîñôàòíîì áóôåðe ïðè pH 7,2,
â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 4°C ïðîìûâàëè ôîñôàòíûì áóôå-
ðîì, pH 7,2, ïðîâîäèëè ÷åðåç âîñõîäÿùóþ ñåðèþ ñïèð-
òîâ 30%, 50, 70, 96, 100%, âûäåðæèâàÿ â òå÷åíèå ÷àñà
â êàæäîì ðàñòâîðå. Ïîñëå òðåõêðàòíîé ñìåíû àáñî-
ëþòíîãî ñïèðòà âûñóøèâàëè ïðè êðèòè÷åñêîé òî÷êå
â ïîëóàâòîìàòè÷åñêîì àïïàðàòå “Ñàìäðè” (Critical
Point Dryer, Samdri-795, USA), ìîíòèðîâàëè íà ìå-
òàëëè÷åñêèå äåðæàòåëè äèàìåòðîì 12 ìì è íàïûëÿëè
ñëîåì õðîìà òîëùèíîé 60 íì â âàêóóìå â àïïàðàòå
“Ãàòàí” (Gatan High Resolution Ion Beam Coater 681,
USA) è èññëåäîâàëè ïîä ñêàíèðóþùèì ýëåêòðîííûì
ìèêðîñêîïîì Jeol-7401F.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ãðèá P. ostreatus ïðîõîäèò ìîíî- è äèêàðèîòè÷å-
ñêóþ ñòàäèè â òå÷åíèå ñâîåãî ðàçâèòèÿ îò ïðîðàñ-
òàíèÿ ñïîð äî îáðàçîâàíèÿ íîâîãî ïîêîëåíèÿ ñïîð.
Ïëîäîâûå òåëà ãðèáà (ðèñ. 1, 1), íåñóùèå áàçèäèè ïðå-
èìóùåñòâåííî ñ ÷åòûðüìÿ ãàïëîèäíûìè áàçèäèîñïî-
ðàìè (ðèñ. 1, 2), êàê ïîêàçàíî íà ñõåìe æèçíåííîãî
öèêëà ãðèáà, ôîðìèðóþòñÿ íà äèêàðèîòè÷åñêîì ìè-
öåëèè, êîòîðûé ðàñòåò, êàê ïðàâèëî, íà äðåâåñíîì
ñóáñòðàòå. Ãàïëîèäíàÿ áàçèäèîñïîðà ïðîðàñòàåò â ïåð-
âè÷íûé (ãîìîêàðèîòè÷åñêèé) ìèöåëèé, êàæäàÿ êëåòêà
êîòîðîãî îáû÷íî ñîäåðæèò îäíî ÿäðî (ðèñ. 1, 3). Äâà
ïåðâè÷íûõ ìèöåëèÿ, ñîâìåñòèìûõ ïî ïîëîâûì ôàê-
òîðàì, ñëèâàþòñÿ ñ îáðàçîâàíèåì äèêàðèîòè÷åñêîãî
ìèöåëèÿ, ïðåîáëàäàþùåãî â öèêëå ðàçâèòèÿ (ðèñ. 1, 4).
Â êàæäîé êëåòêå òàêîãî ìèöåëèÿ ïðèñóòñòâóþò äâà ãå-
íåòè÷åñêè ðàçíîðîäíûõ ÿäðà. Õàðàêòåðíîé ìîðôîëî-
ãè÷åñêîé îñîáåííîñòüþ äèêàðèîòè÷åñêîãî ìèöåëèÿ
P. ostreatus ÿâëÿþòñÿ ïðÿæêè [20]. Äðóãîé ñïåöè-
ôè÷åñêîé îñîáåííîñòüþ äèêàðèîòè÷åñêîãî ìèöåëèÿ
P. ostreatus ÿâëÿþòñÿ ñåêðåòîðíûå âûðîñòû (òîêñî-
öèñòû), ôîðìèðóþùèåñÿ íà ãèôàõ ãðèáà è ñîñòîÿùèå
èç òîíêîé íîæêè è îêðóãëîé ãîëîâêè äèàìåòðîì îêî-
ëî 1 ìêì, ñîäåðæàùåé òîêñè÷íûé ñåêðåò, ïàðàëèçó-
þùèé íåìàòîä (ðèñ. 2, à, á, â; 4, à). Â ñòàäèè äèêàðèî-
òè÷åñêîãî ìèöåëèÿ P. ostreatus â ïðîöåññå ýâîëþöèè
ïðèîáðåë ñïîñîáíîñòü ê âûðàáîòêå ïàðàëèòè÷åñêî-
ãî ÿäà äëÿ íåìàòîä è ê ïàðàçèòèðîâàíèþ íà íèõ, èñ-
ïîëüçóÿ íåìàòîä êàê èñòî÷íèê àçîòèñòûõ ñîåäèíåíèé
(ðèñ. 1, 5).

Çàìå÷àòåëüíîé îñîáåííîñòüþ ìåòàáîëèçìà P. ost-

reatus ÿâëÿåòñÿ åãî ñïîñîáíîñòü ê ïèòàíèþ íà ðàñ-
òåíèÿõ è æèâîòíûõ îäíîâðåìåííî, ñìåùàÿ ïèòàòåëü-
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íûé áàëàíñ â ñòîðîíó óñâî-
åíèÿ óãëåâîäîâ, êîãäà äîñòóï-
íà ðàñòèòåëüíàÿ ïèùà, èëè
â ñòîðîíó óñâîåíèÿ áåëêîâ,
êîãäà äîñòóïíà æèâîòíàÿ ïèùà.
Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îãðîì-
íûõ àäàïòàöèîííûõ âîçìîæ-
íîñòÿõ ýòîãî ãðèáà.

Íàøè íàáëþäåíèÿ ïî-
êàçàëè, ÷òî íåìàòîäû ëåãêî
ïðîïîëçàëè ïî ïîâåðõíîñòè
ïåðèôåðè÷åñêèõ ÷àñòåé ãèô,
íå èìåþùèõ ñåêðåòîðíûõ âû-
ðîñòîâ. Åñëè íåìàòîäû êàñà-
ëèñü òîêñîöèñò íà ãèôàõ ìè-
öåëèàëüíîé êîëîíèè, òî ïî-
êðîâ ñåêðåòîðíîé êàïëè ïðè
êàñàíèè ïðèëèïàë ê íåìàòî-
äå è ëîïàëñÿ. Òîêñèí áûñòðî
ïðîíèêàë ÷åðåç êóòèêóëó è
íåìàòîäû ñâåðòûâàëèñü â êîëü-
öà. ×åðåç 30 ñ îíè áûëè ïà-
ðàëèçîâàíû. Óäëèíåííàÿ ôîð-
ìà ïèùåâîäà C. elegans ìåíÿ-
ëàñü íà îêðóãëóþ (ðèñ. 3, ã).

Ïîä âîçäåéñòâèåì òîêñèíà, ïî-âè-
äèìîìó, èçìåíÿëàñü ïðîíèöà-
åìîñòü ïîêðîâîâ íåìàòîä è ïðî-
èñõîäèëî âûäåëåíèe ñèãíàëüíûõ
ìîëåêóë, ÷òî ïðèâîäèëî ê íà-
áëþäàâøåéñÿ íàìè èíäóêöèè
ðîñòà áîêîâûõ òðîôè÷åñêèõ ãèô
P. ostreatus â ñòîðîíó ïàðàëèçî-
âàííûõ íåìàòîä (ðèñ. 2, à, á, â).
Ïðèñóòñòâèå íåìàòîä ñòèìóëè-
ðîâàëî îáðàçîâàíèå òîêñîöèñò.
Òðîôè÷åñêèå ãèôû ïðåèìóùåñò-
âåííî ïðîíèêàëè ÷åðåç åñòåñò-
âåííûå îòâåðñòèÿ íåìàòîäû: ðîò,
àíóñ, âóëüâó (ðèñ. 2, à, á, â; 3, â;
4, â) è ïîêðîâû ÿéöà (ðèñ. 4, á).
Â ìåñòàõ êîíòàêòà ìèöåëèÿ ñ ïî-
âåðõíîñòüþ íåìàòîäû ôîðìè-
ðîâàëèñü àïïðåññîðèåïîäîáíûå
âçäóòèÿ, òåñíî ïðèìûêàâøèå ê
êóòèêóëå (ðèñ. 3, á). Ãèôû, îò-
õîäÿùèå îò îñíîâàíèÿ àïïðåñ-
ñîðèåïîäîáíîãî âçäóòèÿ, ïðîíè-
çûâàëè êóòèêóëó (ðèñ. 3, á). Óæå
÷åðåç 12 ÷ ïàðàëèçîâàííûå íå-
ìàòîäû áûëè ïðîíèçàíû ãèôà-
ìè ãðèáà (ðèñ. 2, á, â; 3, à, â).
Êàê âèäíî íà ðèñ. 3, â, ãèôû
P. ostreatus, ïðîíèêíóâ â òåëî íå-
ìàòîäû ÷åðåç ðîòîâîå îòâåðñòèå,
ðîñëè â ïðîäîëüíîì íàïðàâëå-
íèè â ñòîðîíó õâîñòîâîãî îòäå-
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Ðèñ. 1. Æèçíåííûé öèêë Pleurotus ostreatus. Íà ïëîäîâûx òåëàx (1) ôîðìèðóþòñÿ ìíîãî÷èñ-
ëåííûå áàçèäèè ñ áàçèäèîñïîðàìè (2). Ãàïëîèäíûå áàçèäèîñïîðû äàþò íà÷àëî ãîìîêàðèî-
òè÷åñêèì ãèôàì (3), êîòîðûå, ñëèâàÿñü, îáðàçóþò äèêàðèîòè÷åñêèe ãèôû ñ ñåêðåòîðíûìè
âûðîñòàìè (4). Ïîñëåäíèå ñîäåðæàò òîêñèí, ïàðàëèçóþùèé íåìàòîä, è èíäóöèðóþò íàïðàâ-

ëåííûé ðîñò äèêàðèîòè÷åñêèx ãèô, ïðîíèçûâàþùèõ âñå òåëî íåìàòîäû (5)

Ðèñ. 2. Ðîñò ãèô P. ostreatus â ñòîðîíó íåìàòîä (à), ïðîðàñòàíèå âíóòðè èõ òåëà (á); ïðîíèê-
íîâåíèå ÷åðåç åñòåñòâåííûå îòâåðñòèÿ (â)



ëà, îáðàçóÿ êîðîòêèå òîíêèå áîêîâûå îòðîñòêè. Ïåð-
âîíà÷àëüíî ãèôû ðîñëè âäîëü òåëà íåìàòîäû â ïñåâ-
äîöåëîìå (ðèñ. 3, â) íå ðàçðûâàÿ êëåòî÷íûõ ìåìá-
ðàí, ïîýòîìó ïàðàëèçîâàííûå íåìàòîäû, ïðîíèçàí-
íûå ãèôàìè ãðèáà, îñòàâàëèñü æèâûìè è ñîõðàíÿëè
ñïîñîáíîñòü ê ñëàáûì äâèæåíèÿì ãîëîâû ïðè êàñà-

íèè. Ìíîãî÷èñëåííûå ãèôû íà÷èíà-
ëè ðàñòè â ñòîðîíó èììîáèëèçîâàí-
íûõ íåìàòîä C. elegans, è ÷åðåç 24 ÷
îíè áûëè îïëåòåíû ãèôàìè ãðè-
áà, êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 1, 5. Ãèôû
ïðîðàñòàëè ÷åðåç âñå òåëî íåìàòî-
äû, ïåðåâàðèâàÿ âñå èõ îðãàíû çà
ñ÷åò ñåêðåòèðóåìûõ ãèäðîëèòè÷åñêèõ
ôåðìåíòîâ è óòèëèçèðîâàëè âñå ñî-
äåðæèìîå íåìàòîä çà èñêëþ÷åíèåì
êóòèêóëû (ðèñ. 4, ã). Ìîëîäûå îñî-
áè â ñòàäèè L3 ðåàãèðîâàëè áûñò-
ðåå: âîçäåéñòâèå òîêñèíà ïðèâîäèëî
ê òîìó, ÷òî èõ ýíåðãè÷íûå ïëàâà-
òåëüíûå äâèæåíèÿ çàìåíÿëèñü ìåä-
ëåííûìè äâèæåíèÿìè ãîëîâû â ñòî-
ðîíû è âðåìÿ îò âðåìåíè ñëàáûìè
äâèæåíèÿìè ïàðàëèçîâàííîãî òåëà.
Êðóïíûå âçðîñëûå íåìàòîäû áûëè
ìåíåå âîñïðèèì÷èâû ê òîêñèíó è
êàçàëèñü âíåøíå íîðìàëüíûìè â
òå÷åíèå äâóõ ñóòîê.

Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ðîñò ãèô P. ostreatus ÍÊ35
â ÷àøêàõ Ïåòðè ñòèìóëèðîâàëñÿ â ïðèñóòñòâèè íå-
ìàòîä â ðåçóëüòàòå óñâîåíèÿ èõ ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ.
×åðåç 72 ÷ äëèíà ðàäèàëüíûõ ãèô íà ÷àøêàõ Ïåòðè,
â êîòîðûå áûëè âíåñåíû íåìàòîäû, ïðåâûøàëà äëèíó
ãèô â ÷àøêàõ Ïåòðè áåç íåìàòîä íà 20%. Ïðè êîí-

òàêòå ãèô P. ostreatus ñ êóòèêóëîé
C. elegans ïðîèñõîäèëî âïÿ÷èâàíèå
ïîâåðõíîñòè êóòèêóëû íåìàòîäû ïîä
ïðèêðåïèâøèìèñÿ ãèôàìè. Òåñíûé
êîíòàêò ãðèáà ñ êóòèêóëîé íåìàòî-
äû è åå äåôîðìàöèÿ áûëè âèäíû íà
ñíèìêàõ ïîñëå ñìåùåíèÿ ãèô.

Çàêëþ÷åíèå

Ïîëó÷åííûå äàííûå îòêðûâàþò
âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàòü ñèñòåìó
P. ostreatus—C. elegans äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ ëîêàëüíûõ çàùèòíûõ ðåàê-
öèé ïîêðîâîâ íåìàòîä â îòëè÷èå îò
ðÿäà âèäîâ ãðèáîâ è áàêòåðèé, ïðî-
íèêàþùèõ ÷åðåç ïèùåâàðèòåëüíûé
òðàêò è âûçûâàþùèõ èíäóêöèþ ãå-
íîâ â ýïèòåëèàëüíûõ òêàíÿõ êèøå÷-
íèêà. Ãðèá P. ostreatus, èçâåñòíûé êàê
ñúåäîáíûé ãðèá âåøåíêà è êàê ôà-
êóëüòàòèâíûé ïàòîãåí îñëàáëåííûõ
äåðåâüåâ, õîðîøî ðàñòåò â ÷àøêàõ
Ïåòðè íà àãàðèçèðîâàííîé ïèòàòåëü-
íîé ñðåäå. Ó íåãî ïðîäîëæèòåëüíàÿ
áèîòðîôíàÿ ñòàäèÿ ïðè ïîðàæåíèè
íåìàòîä C. elegans: íåìàòîäû, â òåëå
êîòîðûõ âèäíû ìíîãî÷èñëåííûå ãèôû,
ïðîðîñøèå îò ãîëîâíîãî äî õâîñòî-
âîãî îòäåëà, áûëè æèâûìè è ñîõðà-
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Ðèñ. 4. Ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ (ÑÝÌ) ãðèáà P. ostreatus è ïîðà-
æåííûõ èì íåìàòîä. à — ñåêðåòîðíûé âûðîñò íà ïðÿæêå ìèöåëèÿ P. ostreatus; á —
ïðîíèêíîâåíèå ãèô ãðèáà â ÿéöî íåìàòîäû; â — âíåäðåíèå ãèôû ÷åðåç ðîòîâîå îò-
âåðñòèå íåìàòîäû; ã — ïîïåðå÷íûé ñðåç òåëà èíôèöèðîâàííîé íåìàòîäû: âñå âíóò-
ðåííèå îðãàíû óòèëèçèðîâàíû ãðèáîì, ñîõðàíèëàñü òîëüêî êóòèêóëà. Ìàñøòàáíûé îò-

ðåçîê 1 ìêì

Ðèñ. 3. Ïðîíèêíîâåíèå ãèô P. ostreatus è èõ ðîñò â òåëå íåìàòîäû C. elegans è ðàñ-
ïðîñòðàíåíèå èõ îò ìåñòà ïðîíèêíîâåíèÿ ÷åðåç ðîòîâîå îòâåðñòèå íåìàòîäû â ñòîðîíó
õâîñòîâîãî îòäåëà. à — âèäíî îòõîæäåíèå òðîôè÷åñêèõ ãèô ïîä ïðÿìûì óãëîì îò ìà-
ãèñòðàëüíûõ ãèô (ñòðåëêà); á — àïïðåññîðèè P. ostreatus íà êóòèêóëå; â — ãèôû ãðèáà
P. ostreatus â òåëå íåìàòîäû: àïåêñû ðàñòóùèõ ãèô íàïðàâëåíû â ñòîðîíó õâîñòîâîãî
îòäåëà (îêðàøèâàíèå êàëüêîôëîðîì); ã — äåôîðìàöèÿ ãîëîâíîãî îòäåëà íåìàòîäû ïî-

ñëå êîíòàêòà ñ òîêñîöèñòîé



íÿëè ñïîñîáíîñòü äâèãàòüñÿ. Ïðîíèêíóâ âíóòðü, ãèôû
P. ostreatus ïðîðàñòàëè â ïñåâäîöåëîìå è íà íà÷àëü-
íûõ ýòàïàõ èíôåêöèè âûçûâàëè ìèíèìàëüíûå ïî-
âðåæäåíèÿ âíóòðåííèõ îðãàíîâ íåìàòîä.

Íåìàòîäà C. elegans ñïîñîáíà ðàñïîçíàâàòü ïàòî-
ãåíû è ñðåäñòâà èõ íàïàäåíèÿ, à òàêæå ïðîäóöèðî-
âàòü àíòèìèêðîáíûå è ðåïàðàòèâíûå (çàæèâëÿþùèå)
ñîåäèíåíèÿ. Íåìàòîäà C. elegans îáëàäàåò ñïîñîá-
íîñòüþ îòëè÷àòü ñúåäîáíûå ìèêðîîðãàíèçìû, èçáå-
ãàÿ òåì ñàìûì èíòîêñèêàöèé è ïîðàæåíèÿ ïàòîãå-

íàìè. Ýòà ñïîñîáíîñòü íåìàòîä îáåñïå÷èâàåòñÿ ôóíê-
öèåé îáîíÿòåëüíûõ íåéðîíîâ. Çàùèòó âíóòðåííèõ
îðãàíîâ íåìàòîä îáåñïå÷èâàåò õèòèíî-êîëëàãåíîâàÿ
êóòèêóëà. Áîëüøèíñòâî áàêòåðèàëüíûõ è ãðèáíûõ ïà-
òîãåíîâ, çàðàæàþùèõ ÷åëîâåêà, ïîðàæàþò C. elegans.
Òàêèì îáðàçîì, P. ostreatus—C. elegans — ïåðñïåêòèâ-
íàÿ ìîäåëüíàÿ ñèñòåìà äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïåðâè÷íûõ
çàùèòíûõ ìåõàíèçìîâ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ ïðîòèâ
çàðàæåíèÿ ïàòîãåííûìè ãðèáàìè.
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Ïîñòóïèëà â ðåäàêöèþ
15.01.14

NEW MODEL SYSTEM FOR THE STUDY
OF ANIMAL IMMUNITY TO FUNGAL INFECTIONS

J.M. Plotnikova, O.V. Kamzolkina, F.M. Ausubel

The association of the model organism Caenorhabditis elegans and fungus Pleurotus ostreatus
gives the possibility to study the molecular and genetic mechanisms of the early stages of the spa-
tial and temporal interactions of animals with fungal pathogens. We identified the initial contacts of
P. ostreatus and the nematode C. ålegans. We found that the fungus paralyzed C. ålegans, penetrated
into their alive bodies either through natural openings or directly by piercing the cuticle and colo-
nized them. We offer the new model host-pathogen association to study further the local defense
reactions of C. elegans against fungal infection.
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