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Аннотация

Цель исследований: анализ зарубежной литературы по изучению физиологической роли и функционального зна-
чения FMRFамид-подобных нейропептидов, которые являются компонентами пептидергической нервной системы 
у цистообразующих нематод – паразитов растений на примере личинок 2-го возраста картофельной и соевой не-
матод Globodera pallida и Heterodera glycines. 

Основные физиологические и функциональные характеристики эндогенных FMRFамид-подобных нейропептидов 
получены в результате исследований функциональной роли генов (flp-гены), экспрессия которых выявлена в раз-
личных нервных структурах картофельной и соевой нематод. Показана роль эндогенных FMRFамид-подобных ней-
ропептидов в таких поведенческих реакциях фитонематод, как локомоции, которые обеспечивают жизнедеятель-
ность растительных паразитов. Обсуждается функциональное значение flp-генов, кодирующих эти биологически 
активные вещества, и возможность использования данных о физиологических эффектах нейропептидов на дви-
гательную активность фитонематод при разработке новых антигельминтных препаратов направленного действия.
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Паразитические нематоды растений явля-
ются одной из главных причин потери урожая 
продовольственных культур во всех странах 
мира. Ежегодный ущерб, наносимый фитоне-
матодами, оценивается в размере не менее 125 
миллиардов долларов США [4].

Цистообразующие нематоды семейства 
Heteroderidae относятся к числу наиболее 
опасных и экономически значимых патогенов 
сельскохозяйственных культур в мире, вклю-
чая Россию. Отдельные представители этого 
семейства включены в карантинный список 
Европейской организации по защите расте-
ний (ЕОЗР). 
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Abstract

The purpose of the research is analysis of world literature dedicated to studies of physiological role and functional 
importance of FMRFamide-like neuropeptides – components of peptidergic nervous system in cyst nematode plant 
parasites using an example of 2nd stage larvae of potato and soy nematodes Globodera pallida and Heterodera glycines. 

The main physiological and functional characteristics of endogenous FMRFamid-like neuropeptides had been found in 
studies of functional role of flp genes expression of which was discovered in various nerve structures of potato and soy 
nematodes. The work shows the role of endogenous FMRFamid-like neuropeptides in such plant nematodes' behavior 
elements as locomotions promoting the parasites' life activity. The functional importance of flp genes coding these 
biologically active substances and possibilities of using data on physiological effects of neuropeptides on plant nematodes' 
activity for development of new anthelminthic precise effect drugs are discussed. 
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Наиболее опасными патогенами на тер-
ритории РФ, вызывающими большие потери 
урожая зерновых, овощных культур и карто-
феля, являются пшеничная цистообразующая 
нематода Heterodera filipjevi, свекловичная 
цистообразующая нематода H. schachtii, со-
евая цистообразующая нематода H. glycines 
и картофельная цистообразующая нематода 
Globodera rostochiensis [1]. 

Высокий уровень адаптации цистообра-
зующих нематод к корневому паразитизму 
обеспечивает им надежные условия пита-
ния и защиты их потомства от хищников 
и патогенных микроорганизмов в пределах 
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цисты, а также осложняет борьбу с этими 
паразитами.

Современные способы борьбы с фитоне-
матодными инвазиями включают применение 
высокотоксичных пестицидов (нематицидов), 
которые наносят вред окружающей среде и 
уменьшают биоразнообразие почв в резуль-
тате уничтожения множества почвенных бес-
позвоночных организмов [4]. Эти проблемы 
требуют решения и являются основанием для 
поиска новых антипаразитарных веществ. 

Среди таких средств могут быть рассмо-
трены соединения, относящиеся к большому 
и разнообразному по структуре семейству 
FMRFамид-подобных нейропептидов, кото-
рые выявлены у беспозвоночных животных, 
включая многочисленных представителей 
типа Nematoda, и которые способны суще-
ственно модулировать локомоторные пове-
денческие реакции этих животных [21, 24].

В обзоре приведены результаты анализа 
зарубежной литературы, посвященной изуче-
нию физиологической роли и функциональ-
ного значения FMRFамид-подобных нейро-
пептидов у цистообразующих фитонематод. 

FMRFамид-подобные пептиды имеют 
структурное сходство с FMRFамидом – кар-
диоактивным тетрапептидом, выделенным из 
моллюска Macrocallis tanimbosa [25]. Общая 
формула структуры Ц-терминального тетра-
пептидного мотива (повтора) FMRFамид-
подобных пептидов имеет вид: x – x0 – Arg 
– Phe – NH2, где x – какая-либо аминокисло-
та (кроме цистеина, который не обнаружен в 
структуре молекул FMRFамид-подобных ней-
ропептидов), x0 – какая-либо гидрофобная 
аминокислота (за исключением цистеина) [16]. 

Задачей предлагаемого обзора является 
анализ зарубежной литературы, в которой 
рассматривается и обсуждается физиологиче-
ская роль FMRFамид-подобных нейропепти-
дов в локомоторных поведенческих реакциях 
фитонематод; функциональное значение ге-
нов (flp-гены), кодирующих эти биологически 
активные вещества; возможность использо-
вания данных о физиологических эффектах 
FMRFамид-подобных нейропептидов для раз-
работки новых антигельминтных препаратов, 
снижающих нематодную инвазию у важных 
сельскохозяйственных растений. 

В России подобные исследования не про-
водятся.

Первые сведения о выявлении положи-
тельной FMRFамид-подобной иммунореак-
тивности в нервной системе цистообразую-
щих фитопаразитических нематод появились 
в литературе в конце 80-х годов прошлого сто-
летия в результате исследований инвазион-
ных личинок 2-го возраста цистообразующей 
соевой нематоды H. glycines [2]. Иммунореак-
тивность в нервных структурах соевой нема-
тоды была определена непрямым иммуноф-
луоресцентным способом в соответствии с 
методом Coons et al. [7]. FMRFамид-подобная 
иммунореактивность выявлена у личинок 
соевой нематоды H. glycines в циркумфарин-
гальном нервном кольце и в вентральном 
нервном стволе, а также в нейронах, иннер-
вирующих медианную луковицу (бульбус) фа-
ринкса, в двух нервных узлах (ганглиях) нерв-
ной ткани на каждой стороне вентрального 
нервного ствола и в амфидальных карманах. 
Показано, что положительная иммунореак-
тивность обнаруживается у этой нематоды на 
всех жизненных стадиях развития паразита, 
начиная от яйца, с наибольшей концентра-
цией окрашивания нервных структур у ли-
чинки 2-го возраста. Наличие положитель-
ной иммунореактивности в нервной ткани 
исследованных нематод предполагает при-
сутствие FMRFамид-подобных нейропепти-
дов этой ткани. Присутствие разнообразных 
FMRFамид-подобных последовательностей в 
экстрактах тканей нематоды G. pallida выяв-
лено также с помощью иммуноферментного и 
хроматографического анализов [17].

За последние годы возросло число ви-
дов фитопаразитических цистообразую-
щих нематод семейства Heteroderidae, в 
тканях которых была выявлена FMRFамид-
подобная иммунореактивность.  Так, высокая 
FMRFамид-подобная иммунореактивность 
была выявлена в центральной и перифериче-
ской нервной системе у двух видов цистообра-
зующих картофельных нематод – G. pallida и G. 
rostochiensis [12].

У нематоды G. pallida интенсивная 
FMRFамид-подобная иммунореактивность 
обнаружена в дорзальном и вентральном 
нервных стволах, в составе которых имеются 
мото- и интернейроны, а также в циркумфа-
рингальном и прианальном нервных кольцах, 
в дорзальных и вентральных ганглиях. Пока-
зано, что фарингальный бульбус, расположен-
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ный в передней части тела червя и имеющий 
хорошо развитую мускулатуру, иннервиру-
ется иммунореактивными нейронами, выхо-
дящими из циркумфарингального нервного 
кольца и формирующими два сложных нерв-
ных узла. Отмечено, что положительное окра-
шивание выявляется в нервной сети, окру-
жающей дорзальную сторону фаринкса, и в 
кольцеобразной структуре, расположенной 
вентрально в задней части бульбуса. 

Информация о структуре индивидуальных 
FMRFамид-подобных нейропептидов у пара-
зитических растительных нематод получена 
в результате исследования flp-генов, кодиру-
ющих FMRFамид-подобные нейропептиды. 
Экспрессия flp-генов выявлена в нервных 
структурах нематод с помощью метода бы-
строй амплификации концов комплементар-
ной ДНК в сочетании с ПЦР (RACE-PCR), а 
также метода in situ гибридизации [10, 12-14].

У нематоды G. pallida идентифицированы 
пять генов, которые кодировали 14 различных 
FMRFамид-подобных нейропептидов [12]. Ген, 
обозначенный авторами как gpflp-1, имел дли-
ну в 444 пары нуклеотидных последователь-
ностей в открытой рамке считывания (ORF), 
кодировал 148 аминокислотных последова-
тельностей, включая четыре копии FMRFамид-
подобного нейропептида SAYMRFамидa (PF3/
АF8). Ген gpflp-2 имел длину в 309 пар после-
довательностей, кодировал 103 аминокис-
лотных остатка, включая одну копию нейро-
пептида KNKFEFIRFамидa. Ген gpflp-3 имел 
длину в 420 пар нуклеотидных последователь-
ностей и кодировал две копии нейропептида 
KHEYLRFамидa (AF2). Показано, что гены 
gpflp-4 и gpflp-5 кодировали в целом 11 ней-
ропептидов, большинство из которых, вклю-
чая DEFVAPGVLRFамид, AEVPGVLRFамид, 
TSSNFLRFамид, SSASMSTSSEPNFLRFамид, 
GGVDPTFLRFамид, ANNNFLRFамид и 
QANFLRFамид, были новыми для картофель-
ных паразитических цистообразующих нема-
тод. 

Нейропептиды MPGVLRFамид, 
MPQVLRFамид и KNKFEFIRFамид, кодируе-
мые генами gpflp-4 и gpflp-5, были идентифи-
цированы ранее другими авторами у других 
видов фитопаразитических нематод, а нейро-
пептиды AVPGVLRFамид, KSAYMRFамид и 
KHEYLRF были обнаружены как у свободно-
живущих, так и у паразитических форм нема-

тод на протяжении всего типа Nematoda [2, 5, 
6, 10-14, 16-19, 22]. 

Так, например, пептиды PF3/АF8 и AF2, об-
наруженные у нематоды G. pallida, ранее были 
выделены другими авторами из экстрактов 
тканей паразитических нематод Ascaris suum 
и Haemochus contortus у позвоночных жи-
вотных, а также у свободноживущих нематод 
Panagrellus redivivus и Caenorhabditis elegans [5, 
6, 11, 18, 19, 22].

Экспрессия flp-генов, выявленных у не-
матоды G. pallidа, показана в целых личин-
ках 2-го возраста этой нематоды с помо-
щью метода in situ гибридизации, который 
дает возможность визуализировать участки 
транскрипта матричной РНК, кодирующей 
FMRFамид-подобные нейропептиды, в ре-
зультате связывания высоко специфичных 
меченых ДНК проб (дигоксигенин-меченые 
ДНК пробы) [13].

Ген gpflp-1, кодирующий нейропептид 
KSAUMRFамид, экспрессируется в нейронах, 
связанных с циркумфарингальным нервным 
кольцом, в частности, во множестве клеточ-
ных тел в люмбарных ганглиях перианально-
го нервного кольца. Экспрессия гена gpflp-2, 
кодирующего пептид KNKFEFIRFамид, 
была локализована в переднем ганглии и во 
множестве парных нервных клеток позади 
по отношению к ретровезикулярному ган-
глию. Ген gpflp-3, кодирующий нейропептид 
KHEYLRFамид, экспрессировался в переднем 
ганглии и во множестве парных клеток по-
зади по отношению к циркумфарингально-
му нервному кольцу. Экспрессия гена gpflp-4, 
кодирующего множество нейропептидов, 
имеющих в структуре молекулы Ц-концевой 
консервативный тетрапептид VLRF, была ло-
кализована в ретровезикулярном ганглии. 
Однако экспрессия гена gpflp-5, кодирующего 
пять нейропептидов, имеющих в структуре 
молекулы Ц-концевой консервативный тетра-
пептид VLRF, не была выявлена в каких-либо 
нервных структурах личинки 2-го возраста 
нематоды G. pallidа методом in situ гибриди-
зации. Авторы высказали предположение, что 
ген gpflp-5 нематоды может экспрессировать-
ся на низком уровне, который не позволяет 
выявить его экспрессию с помощью использу-
емого метода [13]. 

Кроме того, было установлено, что все 
flp-гены, кодирующие различные FMRFамид-
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подобные нейропептиды у фитонематоды G. 
pallidа, являются гомологами flp-генов, ранее 
выявленных у свободноживущей нематоды C. 
elegans и у других видов нематод [10]. В связи 
с этим, было предложено изменить номенкла-
туру генов gpflp-1 – gpflp-5 фитонематоды G. 
pallidа и обозначать в дальнейших исследова-
ниях эти гены как Gp-flp-6, Gp-flp-12, Gp-flp-14, 
Gp-flp-1 и Gp-flp-18 соответственно [15].

У нематоды G. pallidа недавно выявлен ген 
Gp-flp-32 (GenBank N доступа JQ685131) и 
дана его структурная и функциональная ха-
рактеристика [21]. Предварительное изучение 
G. pallida EST (экспрессируемые метки нукле-
отидных последовательностей) показало на-
личие транскрипта, кодирующего вероятный 
FLP-32-подобный пептид (GenBank accession 
number CV578361), который и был использо-
ван в этой работе для ПЦР-анализа полнораз-
мерного Gp-flp-32 транскрипта. Был выполнен 
дизайн праймеров ДНК для подтверждения 
открытой рамки считывания для Gp-flp-32, 
включающего 321 нуклеотидную последова-
тельность комплементарной ДНК (GenBank 
accession number JQ685131). Было также уста-
новлено, что транскрипт кодировал белок, 
состоящий из 107 аминокислотных остатков. 
Подтвержденная аминокислотная последова-
тельность Gp-flp-32 кодирует единственную 
копию FLP-32 пептида, AMRNALVRFG, имею-
щего на C-терминальном конце молекулы кон-
сервативный мотив или повтор – VRFамид, 
который ранее был выявлен у свободноживу-
щей нематоды C. elegans и у некоторых парази-
тических нематод позвоночных.

Экспрессия гена Gp-flp-32 выявлена у ли-
чинки нематоды G. pallidа двумя методами: 
методом in situ гибридизации и ранее указан-
ным иммуноцитохимическим методом [3, 7]. 
Метод in situ гибридизации является цитоге-
нетическим методом, позволяющим выявлять 
специфические матричные РНК (мРНК) в 
различных тканях и экспрессию генов в иссле-
дуемых образцах. Это метод был использован 
авторами для выявления экспрессии  гена Gp-
flp-32 в нервной системе личинки 2-го возрас-
та нематоды G. pallidа. Окрашивание выявля-
ли в циркумфарингальном нервном кольце 
нематоды позади от стилета, в фарингальном 
бульбусе, а также в повторяющихся группах 
клеток, состоящих из 3–4-х клеточных тел, ло-
кализованных в вентральном нервном ство-
ле, который шел назад к хвосту нематоды, где 

группа клеток из трех окрашенных клеточных 
тел локализовалась в области люмбарных ган-
глиев. Окрашивание в центральном нервном 
кольце было диффузным (размытым) без ка-
ких-либо конкретных интенсивно окрашен-
ных нейрональных клеточных тел. Напротив, 
в вентральном нервном стволе было выявле-
но четкое окрашивание в группе нейронов, 
состоящей из 3–4-х высоко реактивных кле-
точных тел, которые располагались с регуляр-
ными интервалами вдоль нервного ствола. 
Показано, что эти нейроны были расположе-
ны сзади от нервного кольца, и их отростки 
направлялись в хвостовой отдел нематоды.

Иммуноцитохимический метод опреде-
ления локализации гена Gp-flp-32 у личинки 
2-го возраста нематоды G. pallidа проведен 
с использованием антисыворотки против 
нейропептида AMRNALVRFамида. Сильная 
иммунореактивность обнаружена в около-
глоточном нервном кольце нематоды позади 
бульбуса глотки, в нервных отростках, иду-
щих вперед и назад от центрального нервного 
кольца к мускулатуре протрактора стилета и 
вентральному нервному стволу, в хвостовом 
отделе, где группа AMRNALVRFамид – поло-
жительно окрашенных клеточных тел нейро-
нов выявляется в непосредственной близости 
к люмбарным ганглиям.

Полученные данные об экспрессии гена 
Gp-flp-32 в нервных структурах нематоды G. 
pallidа, по мнению авторов, свидетельствуют 
о важной роли гена в контролировании мо-
торной функции этой паразитической цисто-
образующей нематоды.

Анализ литературы показал, что стандарт-
ные методы изучения фармакологических 
свойств и физиологической роли FMRFамид-
подобных нейропептидов трудно применимы 
к растительным паразитическим нематодам 
в связи с малыми размерами тела этих пара-
зитов, что неоднократно было отмечено не-
которыми исследователями [1, 12, 14]. Тем 
не менее, имеются данные о результатах воз-
действия некоторых FMRFамид-подобных 
нейропептидов (и их модифицированных 
аналогов) на двигательную активность инва-
зионной личинки 2-го возраста соевой нема-
тоды H. glycines [20]. 

Эффективность семи FMRFамид-
подобных нейропептидов, KHEYLRFaмида, 
KSAYMRFaмида, AQTFVRFaмида, SAPYDP- 
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NFLRFaмида, KPNFLRFaмида, KPNFIRFaмида 
и RNSSPLGTMRFaмида, была оценена количе-
ственно путем измерения частоты движений 
головного конца личинок нематоды до и после 
предварительной 15-минутной экспозиции 
червей в 0,25, 0,5 и 1mM растворах каждого 
из исследованных нейропептидов. Контролем 
в экспериментах служила вода. Двигательную 
активность личинок до и после воздействия 
нейропептидов исследовали при помощи ин-
вертированного микроскопа (при увеличении 
40-100 ×). Установлено, что локомоторные от-
веты нематод отчетливо различались при воз-
действии исследуемых FMRFамид-подобных 
нейропептидов. Частота движений головно-
го конца личинки 2-го возраста нематоды H. 
glycines существенно увеличивалась при воз-
действии нейропептидов KHEYLRFaмида 
и KSAYMRFaмида. При этом, нейропептид 
KHEYLRFaмид был в 2 раза более эффектив-
ным, чем KSAYMRFaмид по сравнению с кон-
тролем, и вызывал стимуляторный эффект на 
частоту движений головного конца червя в 2,9 
раза больше, чем нейропептид KSAYMRFaмид. 
Другие пять нейропептидов не оказывали ка-
кого-либо существенного эффекта на двига-
тельную активность головного конца личин-
ки. На основании полученных результатов 
было высказано предположение, что нейро-
пептиды KHEYLRFaмид и KSAYMRFaмид яв-
ляются стимуляторами двигательной актив-
ности соматической мускулатуры нематоды 
H. glycines [20].

В большинстве работ показано, что из-
учение эффектов FMRFамид-подобных 
нейропептидов на локомоции цистообра-
зующих фитопаразитических нематод наи-
более удобно проводить опосредовано путем 
предварительного обратимого выключения 
(cайленсинг) flp-генов, кодирующих эти ней-
ропептиды, с помощью запуска системы РНК-
интерференции [3, 14, 15]. Ранее, система 
РНК-интерференции была использована для 
изучения вмешательства в экспрессию раз-
личных генов у свободноживущей нематоды 
C. elegans [8]. 

В экспериментах на личинках 2-го возрас-
та нематоды G. pallidа показано, что система 
РНК-интерференции может быть приведена в 
действие путем введения в организм парази-
тов длинных молекул синтезированной двух-
цепочечной РНК (dsРНК) или малых моле-

кул двухцепочечной интерферирующей РНК 
(siРНК), синтезированных из РНК, выделен-
ной из тканей исследуемых фитонематод [3, 
14, 15].

Введение молекул dsРНК или siРНК в ор-
ганизм паразитических нематод в экспери-
ментах осуществляли путем предваритель-
ной инкубации или вымачивания червей в 
средах, содержащих конструкции молекул 
dsРНК или молекул siРНК. Отклонения от 
нормы локомоторного поведения фитонема-
тод в результате обратимого выключения flp-
генов вышеописанным способом оценивали 
двумя методами: миграционным методом и 
методом визуальной оценки фенотипических 
изменений у нематод [3, 15]. Миграционный 
метод включал определение способности чер-
вей перемещаться сверху вниз в стеклянной 
вертикальной колонке длиной 5 см, заполнен-
ной влажным крупнозернистым песком по-
сле предварительного вымачивания нематод 
в среде, содержащей конструкции dsРНК или 
siРНК, в течение определенного времени. 

Полученные экспериментальные данные 
сравнивали с контрольной группой червей, 
инкубированных в воде, обработанной 0,1%-
ным раствором диэтилпирокарбоната (DEPC-
обработанная вода) или в тестовых dsРНК 
или siРНК, которые не имели гомологов с ис-
следуемыми flp-генами нематоды G. pallida. 

Эксперименты по определению чувстви-
тельности flp-генов нематоды G. pallidа к 
РНК-интерференции предварительно были 
проведены на гене Gp-flp-6 в связи с тем, что 
этот ген показал наиболее интенсивную экс-
прессию в нервной системе нематоды по срав-
нению с другими генами [15]. 

Для выявления эффектов РНК-
интерференции на локомоции нематод чер-
ви были инкубированы в течение 24 ч, 2-х и 
7-и дней в растворе или среде одной из трех 
конструкций dsРНК различной длины (88, 
227 и 316 пар нуклеотидов), что соответство-
вало трем различным областям открытой 
рамки считывания гена Gp-flp-6. Контролем 
служили личинки нематод, инкубированные 
в DEPC-обработанной воде. Конструкции 
dsРНК были разведены DEPC-обработанной 
водой до конечной концентрации 0,1 мг/мл. 

Установлено, что временное выключение 
Gp-flp-6 в результате инкубации нематод в 
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эффективных конструкциях dsРНК вызывало 
изменение локомоторного поведения личи-
нок нематод G. pallida.

Показано, что максимум миграции кон-
трольных червей, инкубированных в DEPC-
обработанной воде, в течение 24 ч составлял 
75,8% за 12-часовой период наблюдения. У 
червей с нарушенной моторной функцией, 
вызванной выключением Gp-flp-6, отмечали 
пониженную способность к полной мигра-
ции через экспериментальную колонку. Так, 
миграция личинок, инкубированных в кон-
струкции dsРНК длиной 316 пар нуклеотидов, 
составляла 28,7%, а инкубированных в кон-
струкции dsРНК длиной 227 пар нуклеотидов 
– 12,2%, через двое суток инкубации в кон-
струкции dsРНК длиной 316 пар нуклеотидов 
– 16,1%, а инкубированных в dsРНК длиной 
227 пар нуклеотидов – 2,0% после 12-часового 
периода наблюдений. Через 7 сут инкубации 
в различных конструкциях dsРНК эффект 
выключения гена Gp-flp-6 был наиболее глу-
боким и составлял 7,3% (для dsРНК 316 пар 
нуклеотидов) и 3,0% (для dsРНК 227 пар ну-
клеотидов) у червей, завершивших миграцию, 
по отношению к контролю. 

В дальнейшем, опытным путем было уста-
новлено, что наиболее эффективными син-
тезированными конструкциями dsРНК по 
воздействию на локомоции нематод были 
конструкции длиной приблизительно 220–230 
пар нуклеотидов. Такие конструкции были 
выбраны авторами для всех последующих 
экспериментов с Gp-flp-6 и другими flp-генами 
нематоды G. pallida.

Анализ эффекта выключения гена Gp-flp-6 
на двигательную активность нематод показал 
следующее. При нормальных условиях необра-
ботанные личинки 2-го возраста были актив-
ными и подвижными и обладали типичными 
волнообразными движениями. Черви, инку-
бированные в растворах эффективных кон-
струкций dsРНК в течение 24 ч и двух суток, 
также выглядели активными и подвижными. 
Однако после 7-дневной инкубации в эффек-
тивных конструкциях dsРНК черви выглядели 
выпрямленными и негнущимися. Черви с та-
кими фенотипическими изменениями были 
обозначены авторами как «выпрямленные».

На основании полученных результатов 
авторы высказали предположение, что вы-
ключение гена Gp-flp-6 вызывает нарушение 

нормальной двигательной функции у личин-
ки нематоды G. pallida, что подтверждается с 
помощью миграционного метода.

Аналогичные эксперименты были проведе-
ны на выключенных генах Gp-flp-1, Gp-flp-12, 
Gp-flp-14 и Gp-flp-18 личинок 2-го возраста 
нематоды G. pallida. Обнаружено, что выклю-
чение любого из исследованных генов приво-
дило к глубокому ингибированию миграции 
личинок через песочную колонку. Выключе-
ние генов Gp-flp-1, Gp-flp-12, Gp-flp-18 вызы-
вало почти полное угнетение миграционной 
способности личинок после 24-часовой инку-
бации в эффективных конструкциях dsРНК. 
В отношении эффекта выключения гена Gp-
flp-14 установлено, что после 24-часовой ин-
кубации в эффективных конструкции dsРНК 
только 18,2% червей полностью завершили 
миграцию в отличие от контрольных червей. 
Инкубация в конструкциях dsРНК в течение 
2-х и 7-и суток полностью нарушала способ-
ность личинок к миграции.

Таким образом, экспериментально уста-
новлено, что выключение каждого из иссле-
дованных flp-генов нематоды G. pallidа оказы-
вает глубокое воздействие на локомоторное 
поведение нематоды.

Специфичность выключения исследован-
ных flp-генов нематоды G. pallidа была под-
тверждена результатами инкубации нематод 
G. pallidа в среде конструкций dsРНК, кото-
рые не имели гомологов с исследуемыми flp-
генами нематоды. Так, инкубирование червей 
в конструкции dsРНК гена хлоропласт-спец-
ифического протеина из томата Lycopersicon 
esculentum (GenBank № доступа AY568722) и в 
DEPC-обработанной воде, не выявило суще-
ственных различий в миграционных способ-
ностях нематод. 

По мнению авторов, ингибирование дви-
гательной активности личинок 2-го возраста 
нематоды G. pallidа в результате временного 
выключения вышеперечисленных flp-генов 
подтверждает важное значение этих биоло-
гически активных веществ для сохранения 
нормальной нервно-мышечной функции у 
фитопаразитических нематод и дает основа-
ние предполагать, что эти flp-гены могут коди-
ровать FMRFамид-подобные нейропептиды, 
которые обладают стимуляторным эффектом 
на локомоторное поведение необработанных 
червей.
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Аналогичные эксперименты проведены 
на гене Gp-flp-32 нематоды G. pallidа [3]. Вы-
ключение гена Gp-flp-32 было достигнуто 
в результате вымачивания или инкубации 
червей в среде, содержащей молекулы siРНК 
гена Gp-flp-32. У червей после выключения 
этого гена существенно увеличивалась ско-
рость миграции в нижнюю часть вертикаль-
ной колонки по сравнению с контрольными 
червями. Контролем в этих экспериментах 
служили личинки нематод, которые были ин-
кубированы в средах siРНК, не имеющих го-
мологов с исследуемым геном. Так, в качестве 
положительного контроля были использова-
ны нематоды, инкубированные в среде, со-
держащей конструкции siРНК, которые были 
синтезированы из гена Gp-ace, кодирующего 
у нематоды G. pallidа фермент ацетилхоли-
нэстеразу. При этом было установлено, что 
инкубация личинок в такой среде приводила 
к значительному торможению локомоторной 
активности червей. В качестве неродственно-
го отрицательного контроля служила среда, 
содержащая конструкции siРНК, получен-
ной из свободноживущего плоского червя 
Macrostomum lignano. В качестве контроля 
были использованы также личинки нематод, 
инкубированные в DEPC-обработанной воде 
(необработанные черви). 

Установлено, что после контрольных об-
работок черви выглядели нормально. Однако 
личинки, вымоченные в экспериментальной 
среде, содержащей конструкции siРНК гена 
Gp-flp-32, показывали повышенную часто-
ту нормальных синусоидальных движений и 
были более подвижными, чем контрольные 
черви. Подсчет числа червей, мигрирующих 
вниз через песочную колонку через каждые 2 
ч в течение 6–8-часового периода наблюдений 
показал, что черви, обработанные siРНК Gp-
flp-32, мигрировали значительно быстрее, чем 
необработанные (миграция обработанных 
червей через каждые 2 ч наблюдений состав-
ляла примерно 53% против 20% необработан-
ных червей; через 4 ч – примерно 84% против 
примерно 59% необработанных червей). На 
основании полученных результатов авторы 
высказали предположение, что ген Gp-flp-32 
кодирует ингибиторный нейропептид и его 
выключение приводит к повышению двига-
тельной активности необработанных личи-
нок 2-го возраста нематоды G. pallida. 

Авторы также выявили эффект выклю-
чения гена Gp-flp-32 на скорость заражения 
нематодами корней хозяина – растения кар-
тофеля. С этой целью червей с выключенным 
геном Gp-flp-32 и необработанных червей по-
мещали на песок, покрывающий корни 2-не-
дельных растений картофеля и через 4 сут 
корни растений (сегменты длиной 2 см) ис-
следовали под микроскопом Olympus SZX16 
на наличие в них нематод. Контрольными ва-
риантами были: личинки, инкубированные в 
среде siРНК гена Gp-ace, кодирующего у не-
матод фермент ацетилхолинэстеразу; личин-
ки, инкубированные в DEPC-обработанной 
воде, а также личинки червей, инкубирован-
ные в среде si-РНК, полученной из ткани пло-
ского червя M. lignano (GenBank № доступа 
EG956133). Полученные результаты показали, 
что личинки G. pallidа, обработанные si-РНК, 
показали более высокую скорость инвазиро-
вания корней картофеля (74%) по сравнению 
с контрольными червями (31%) и необрабо-
танными червями (35%).  Это свидетельствует 
о том, что обработанные черви мигрировали к 
сегментам корней быстрее и, соответственно, 
с большей скоростью заражали корни расте-
ния- хозяина по сравнению с контролем.

Таким образом, опосредовано показано, 
что ген Gp-flp-32 кодирует единственный ней-
ропептид AMRNALVRFамид, который вызы-
вает ингибиторный эффект на двигательную 
активность соматической мускулатуры нема-
тоды G. pallidа.

Кроме того, авторами [21] приведены дан-
ные о выявлении у нематоды G. pallidа пред-
полагаемого (прогнозируемого) FMRFамид-
подобного рецептора, взаимодействующего 
с нейропептидом AMRNALVRFамидом. Ген, 
кодирующий предполагаемый рецептор, обо-
значен авторами как Gp-flp-32R (GenBank  
№ доступа JQ685132). 

Последовательность гена Gp-flp-32R и 
другие его функциональные характеристики 
были установлены авторами с помощью ме-
тода ПЦР RACE и секвенирования при ис-
пользовании онлайн-серверов: http://www.ebi.
ac.uk/Tools/pfa/iprscan/; http://www.ch.embnet.
org/software/TMPRED_formhtml/; http://www.
enzim.hu/hmmtop/. Показано, что предпо-
лагаемый рецептор гена Gp-flp-32R имеет 
близкую гомологию с ранее выявленным 
G-протеинсвязанным рецептором (GPCR) 
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R1, кодируемым flp-геном C26F1, у свобод-
ноживущей нематоды C. elegans [23]. Прай-
меры, разработанные для подтверждения от-
крытой рамки считывания рецепторного гена 
Gp-flp-32R, генерировали нуклеотидную по-
следовательность кДНК, состоящую из 1170 
нуклеотидов, которая кодировала протеин, 
состоящий из 389 аминокислотных остатков.  
Установлено, что новый рецептор кодировал 
семь трансмембранных спиралей и несколько 
консервативных остатков в различных пози-
циях, показав сходство этого рецептора с се-
мейством родопсин-подобных GPCR.

Эффекты выключения предполагаемого 
рецептора и гена Gp-flp-32R, кодирующего 
этот рецептор, были исследованы путем ви-
зуального анализа локомоторного поведения 
личинок 2-го возраста нематод G. pallidа, и с 
помощью миграционного метода, позволяю-
щего определить скорость миграции личинок 
в песочной колонке через определенный пери-
од времени (каждые 2 ч в течение 6-часового 
периода наблюдений).

После РНК-интерференции все контроль-
ные личинки нематоды G. pallidа выглядели 
нормальными с характерными синусоидаль-
ными движениями, свойственными личикам 
этого вида. Однако, черви с выключенным 
Gp-flp-32R, показывали увеличенную частоту 
синусоидальных движений. 

Обнаружено, что черви, обработанные 
siРНК Gp-flp-32R, мигрировали значительно 
быстрее, чем необработанные. Так, через 2 ч 
наблюдений мигрировало примерно 57% об-
работанных червей против примерно 20% 
миграции необработанных червей. Через 4 ч 
наблюдений мигрировало примерно 91% об-
работанных личинок против примерно 59% 
миграции необработанных червей соответ-
ственно. Через 6-часовой период наблюдений 
черви с выключенным Gp-flp-32R показали 
100%-ную миграцию через эксперименталь-
ную колонку. 

При сопоставлении эффектов выключения 
гена Gp-flp-32 и гена рецептора Gp-flp-32R на 
двигательную активность личинок наблюдали 
большое сходство.

Полученные результаты позволяют предпо-
ложить, что предполагаемый рецептор, коди-
руемый геном Gp-flp-32R, вероятно, является 
GPCR, активируемым FMRFамид-подобным 
нейропептидом AMRNALVRFамидом, и уча-

ствует в реализации ингибиторного эффекта 
этого нейропептида на локомоторную актив-
ность соматической мускулатуры нематоды G. 
pallidа.

Заключение
Краткий обзор литературы по проблеме 

исследования физиологической роли и функ-
ционального значения FMRFамид-подобных 
нейропептидов в поведенческих локомотор-
ных реакциях растительных цистообразую-
щих паразитических нематод показал, что у 
растительных паразитов хорошо развита пеп-
тидергическая нервная система.

В экспериментах, проведенных на некото-
рых представителях семейства Heteroderidae, 
показано, что у личинок 2-го возраста соевой 
нематоды H. glycines и картофельных нематод 
Globodera pallida и G. rostochiensis в различных 
нервных структурах выявлена положительная 
иммунореактивность. Окрашивание выявле-
но в циркумфарингальном нервном кольце, 
в дорзальном, вентральном и латеральном 
нервных стволах, содержащих мото- и интер-
нейроны, которые иннервируют соматиче-
скую мускулатуру стенки тела нематод. 

Положительная иммунореактивность об-
наружена в нервной системе соевой нематоды 
H. glycines на всех стадиях развития этого па-
разита.

У личинок 2-го возраста G. pallida выявле-
ны flp-гены (Gp-flp-6, Gp-flp-12, Gp-flp-14, Gp-
flp-1 Gp-flp-18 и Gp-flp-32), которые кодируют 
некоторые FMRFамид-подобные нейропепти-
ды, и экспрессия этих генов показана в раз-
личных нервных структурах этой нематоды.

Приведены данные литературы о чувстви-
тельности соматической мускулатуры цисто-
образующих паразитов (на примере личинок 
2-го возраста соевой нематоды H. glycines) 
к воздействию экзогенных FMRFамид-
подобных нейропептидов. Показано, что не-
которые FMRFамид-подобные нейропептиды, 
кодируемые flp-генами, вызывают стимуля-
торный эффект на двигательную активность 
инвазионных личинок H. glycines, вызывая 
усиление частоты движений головного кон-
ца тела по сравнению с контролем. Отмечено, 
что прямые методы изучения физиологиче-
ской роли биологически активных веществ 
трудно применимы к растительным парази-
тическим нематодам, имеющим чрезвычайно 
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малые размеры тела. В связи с этим, оценка 
эффектов FMRFамид-подобных нейропеп-
тидов на локомоции растительных паразити-
ческих нематод дана в большинстве случаев 
опосредованно с помощью метода обратной 
генетики – временного выключения flp-генов 
(cайленсинг) путем запуска системы РНК-
интерференция. 

Было показано, что выключение генов 
Gp flp-6,-1,-12-,14,-18 у личинки 2-го возрас-
та нематоды G. pallida вызывает ингибиро-
вание двигательной активности червей, что 
указывают на то, что FMRFамид-подобные 
нейропептиды, кодируемые этими генами, яв-
ляются стимуляторами локомоторной актив-
ности картофельной нематоды. В то же время 
установлено, что выключение гена Gp-flp-32 
у личинки 2-го возраста нематоды G. pallida 
приводит к эффектам, противоположным 
выключению выше указанных flp- генов. Так, 
выключение гена Gp-flp-32, кодирующего ней-
ропептид AMRNALVRFамид у нематоды G. 
pallida, повышает локомоторную активность 
инвазионной личинки. 

Эти данные предполагают, что эндоген-
ный нейропептид AMRNALVRFамид вызы-
вает ингибиторный или тормозной эффект 
на двигательную активность личинки кар-
тофельной нематоды. Данные о противопо-
ложных эффектах выключения генов Gp-
flp-6,-1,-12-,14,-18 и гена Gp-flp-32 указывают 
на то, что различные flp-гены у цистообразу-
ющих паразитических нематод могут коди-
ровать FMRFамид-подобные нейропептиды, 
обладающие различными физиологическими 
эффектами на локомоции нематоды G. pallida.

В литературе приведены данные о выяв-
лении у цистообразующих паразитических 
нематод (на примере G. pallidа) предполага-
емого рецептора, кодируемого геном Gp-flp-
32R, который активируется нейропептидом 
AMRNALVRFамидом. Авторы предполагают, 
что полученные данные свидетельствуют о 
потенциальной возможности использования 
выявленного прогнозируемого рецептора в 
качестве мишени для веществ (агонистов), 
которые будут способны замедлять так же, 
как и FMRFамид-подобный нейропептид 
AMRNALVRFамид, нормальную локомотор-
ную активность картофельной нематоды, сни-
жая тем самым инвазию корней растения кар-
тофеля-хозяина. 

Сведения о выявлении прогнозируемо-
го рецептора, кодируемого геном Gp-flp-
32R, сходство этого рецептора по структур-
но-функциональным характеристикам с 
G-протеин-связанным рецептором R1, коди-
руемым flp-геном С26F1.6 у свободноживу-
щей нематоды C. elegans, эффекты выключе-
ния Gp-flp-32R и кодируемого им рецептора 
на локомоции нематоды G. pallidа существен-
но расширяют знания о компонентах пепти-
дергической нервной системы у растительных 
цистообразующих паразитических нематод. 

Данные о способности эндогенного нейро-
пептида AMRNALVRFамида угнетать двига-
тельную активность соматической мускулату-
ры личинок 2-го возраста нематоды G. pallida 
могут быть применимы в практических целях 
для создания антигельминтиков направлен-
ного действия, способных эффективно сни-
жать распространение нематодной инвазии 
корней растений-хозяев.

Тот факт, что в нервной системе рас-
тительных цистообразующих паразитиче-
ских нематод присутствуют разнообразные 
FMRFамид-подобные нейропептиды, кодиру-
емые flp-генами, которые ранее были выявле-
ны у паразитических нематод позвоночных 
животных и свободноживущих нематод, под-
тверждает консервативность пептидергиче-
ской нервной системы у представителей всего 
типа Nematoda в целом. 
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