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C. elegans中dyn-1基因对寿命和发育的影响
曹　蕾　杨玉荣*

(厦门大学生命科学学院, 厦门 361005)

摘要      细胞极性对于细胞的多样性起着很重要的作用。发动蛋白是一个大的GTP酶, 作用于

胞吞作用和肌动蛋白的动力学过程。C. elegans中发动蛋白的同源基因dyn-1起着维持早期细胞极

性的功能。我们对C. elegans中dyn-1基因进行了克隆, 并构建到表达载体和RNAi载体中。经IPTG
诱导表达得到了约90 kDa的DYN-1融合蛋白。同时, 利用RNAi方法研究了dyn-1基因沉默后对三种

线虫虫株N2、daf-2(e1370)和daf-16(e1038)寿命的影响。C. elegans在喂食dyn-1 RNAi食物后寿命

明显缩短, 也会导致严重的不育和胚胎致死。
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细胞极性是一个十分保守的过程, 它在细胞分

化、细胞迁移以及胚胎发育过程中都起着十分重要

的作用[1]。C. elegans的卵子在受精之后, 单细胞胚

胎很快发生极性化。发动蛋白dynamin在细胞极性

形成的过程中起着十分重要的作用, 并且在其他极

性相关的PAR蛋白的维持中起着很重要的作用[2]。

在之前的报道中, DYN-1b-GFP转基因菌株(可以完

整表达带荧光标记的DYN-1蛋白)的实验结果显示, 
DYN-1b-GFP分布于前皮质中以及新形成的沟膜部

位, 它标识着内源DYN-1的分布[3]。研究中也发现, 
DYN-1在C. elegans的胚胎发育过程中通过保持前

部极性因子从而起着维持前部细胞极性的功能[4]。

DYN-1-GFP在前皮质中富集并通过PAR-6和PKC-3
来维持[5]。在极性维持阶段单细胞胚胎前端进行包

吞作用, dyn-1经RNAi后胚胎前端的胞吞作用会被阻

断, 并且这些胚胎也无法维持之前构建起来的PAR
蛋白的不对称分布[6-7]。由于DYN-1对细胞极性蛋白

的表达和定位起着关键性的作用, 而极性基因par-5
与寿命有关, 极性基因之间又互相作用, 我们猜想, 
可能dyn-1会对C. elegans的寿命有影响。因此, 我们

希望通过dyn-1 RNAi抑制和表型观察来研究dyn-1
对线虫寿命和发育的影响。

在线虫寿命的调控中, 类胰岛素(IGF-1)信号途

径起了很重要的作用[8-9], 其中daf(dauer formation)
基因daf-2编码一个类胰岛素受体, 调节内分泌信

号, 同时调节线虫的一种选择性发育状态dauer的形

成。daf-2基因突变以后会使线虫的寿命显著延长, 
而daf-16编码一个叉头蛋白转录因子, 是类胰岛素途

径中主要的靶目标, daf-16的突变使线虫寿命缩

短[10-11]。我们采用这两种突变型虫株作为研究对象, 
同时以野生型N2作为参照, 发现dyn-1经RNAi后会

显著减少三种虫株的寿命。RNAi是一种进化上保

守的遗传调控机制, 它对特定序列的靶基因进行转

录后下调。RNAi现象首先由Fire等[12]在C. elegans中
被描述出来, 人们发现将双链RNA(double-stranded 
RNA, dsRNA)导入到细胞中后可在特定的生物系统

中使内源基因的功能被干扰。即通过dsRNA介导相

应基因内源的mRNA的降解, 从而使该基因潜在地

或特异地失活。这一技术可快速产生基因特异的功

能缺失型或亚等位基因表型, 而且干扰效应还会出

现在被干扰动物的后代中。因为RNAi抑制导致了有

效、特异且持久的干扰效果, 而且在使线虫基因失活

上RNAi是最简单和快速的方法, 它已作为一种反向

遗传学的工具快速地用来研究特定基因的功能[13]。

RNAi的原理是, 当dsRNA或具有相同结构的

RNA出现在细胞中时, 一种被称为Dicer的核酸内切

酶会识别这一分子并把dsRNA切成更小的RNA片

段(siRNAs)。具有多个亚基的核蛋白复合物RISC 
(RNA-induced silencing complex)结合其中一个siRNA, 
RISC通过扫描机制鉴定出靶目标mRNA所含有的

与siRNA互补的序列, 随后RISC用自身的核酸内切

酶和核酸外切酶将mRNA降解。降解产生的siRNA
可以循环使用使得有更多互补的siRNA与靶目标
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mRNA结合[14]。介导RNAi的方法有很多种, 如合成

的dsRNA介导RNAi, 载体介导的RNAi以及在RNAi
载体中利用启动子介导RNAi等[15]。有研究表明, 喂
食RNAi干扰菌与注射dsRNA的效应一样, 都会造成

缺陷的胚胎表型, 而且喂食的方法对不育以及胚后

发育的表型更有效果[13]。本文采用的方法是构建

RNAi载体, 转到特定的大肠杆菌后制备成干扰菌, 
以喂食的方法进行干扰。其中构建RNAi所使用的

L4440载体具有T7双启动子, 分别在插入基因片段

的两端, 在IPTG的诱导下可以产生dsRNA[7], 从而达

到沉默该基因的效果。

1   材料与方法
1.1  实验材料

实验中所用到的虫株分别是野生型N2、突变

体daf-2(e1370)和daf-16(e1038), 由Caenorhabditis 
Genetics Center提供, 本实验室保存。根据线虫培养

的标准方法, 配置NGM培养基, 以大肠杆菌OP50为
食物在15 ºC恒温培养箱中进行培养。实验所使用

的菌株E. coli DH5α、HT115以及质粒L4440由本实

验室保存。pMD-18T载体载体购买于TaKaRa公司。

1.2  试剂药品

实验中所用的dNTP、PCR缓冲液、Taq酶、限

制性内切酶、核酸分子量标准GeneRuler DNA Lad-
der Mixture、反转试剂盒购于TaKaRa公司; 其它试

剂均为国产分析纯产品; 引物dyn-1F(5'-CGC GGA 
TCC GGT CAT CGC TTT GTG GAT T-3')和dyn-1R 
(5'-CCG GAA TTC TTA GCG CTT CTG GGC TTC 
TAT-3')由上海生工生物工程有限公司合成。

1.3  方法

1.3.1　C. elegans总RNA的提取及反转录        将培

养好的C. elegans挑置1.5 mL离心管中, 约50 µL, 加
1 mL Trizol试剂研磨, 按试剂盒说明书操作, 用1%
的琼脂糖凝胶中电泳验证。以C. elegans总RNA为

模板进行的反转录, 反应体系如下: 总RNA 9 µL(约
900 ng), Oligo(dT, 0.5 µg/µL) 1 µL, DEPC水2 µL, 混
合后于70 ºC孵育5 min后置于冰上, 在混合物中加

入5×Reaction Buffer 4 µL, 10 mmol/L dNTP Mixture 
(2.5 mmol/L each) 2 µL, RNase Inhibitor(20 U/µL) 
1 µL, 混匀后在37 ºC反应5 min, 置冰上; 再继续加入 
Reverse Transcriptase M-MLV(RNase H-) 1 µL, 总体

积为20 µL, 42 ºC 90 min, 反应完成后于–20 ºC保存。

1.3.2　C. elegans中dyn-1基因的 cDNA扩增和克隆        
dyn-1的cDNA扩增体系如下: cDNA模板2 µL, PCR 
mixture(10×buffer, 2 mmol/L dNTP, 25 mmol/L MgCl2

以2:1:1比例混合) 10 µL, 引物dyn-1F(20 µg/µL) 2.5 µL, 
dyn-1R(20 µg/µL) 2.5 µL, Taq酶(5 U/µL) 0.25 µL, ddH2O 
32.75 µL, 总体积50 µL。反应如下: ①95 ºC 5 min; 
②95 ºC 30 s, 50.6 ºC 35 s, 72 ºC 2 min; 40 cycles; 
③72 ºC 8 min; ④保持在4 ºC。取5 µL PCR产物电泳

检查扩增结果, 将其余的目的条带电泳分离切胶回

收。将dyn-1 cDNA PCR回收产物7 µL、pMD18-T
载体0.25 µL、连接buffer 2.5 µL, 16 ºC连接14 h。取

连接产物转化入E. coli DH5α感受态细菌中, 冰上放

置30 min, 42 ºC水浴90 s, 冰上放置1~2 min, 加150 µL
的LB液体培养基于37 ºC摇床缓慢摇45 min, 含Amp
的LB平板, 37 ºC培养过夜。在平板上挑取单菌落, PCR
筛选阳性克隆。碱裂解法进行质粒提取, EcoR I和
BamH I双酶切验证后送去上海英俊公司测序。酶切

体系: dyn-1-pMD质粒10 μL、EcoR I 0.5 μL、BamH I 
0.5 μL、10×Tango buffer 4 μL, 加水5 μL至总体积

20 μL, 酶切过夜。

1.3.3　表达载体的构建及表达        将测序正确且方

向正置的dyn-1-pMD质粒以及pET-32a载体同时进行

双酶切(EcoR I/BamH I), 37 ºC酶切过夜, 电泳分离目

的条带并进行胶回收后连接二者, 体系为: 回收片段 
7.5 µL、pET-32a回收产物0.5 µL、T4 ligase 1 µL、
T4 ligase buffer 1 µL, 16 ºC连接过夜。转化入50 uL
大肠杆菌DH5α感受态细胞, 提取质粒、酶切、PCR
鉴定。将鉴定正确的pET32a-dyn-1质粒转化入50 uL
大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞, 提取质粒、酶切

验证后送去测序。将含有测序正确的阳性菌涂布

于含氨苄青霉素50 µg/mL的LB平板上, 37 ºC培养过

夜。次日, 挑单菌落培养, 当D550接近0.6时, 转入大

瓶培养基中, 至D550接近0.8时, 加入IPTG至终浓度

1 mmol/L, 在25 ºC培养6 h, 收菌。用1×上样缓冲液

裂解, 沸水中煮5 min。10 000 r/min离心1 min, 搜集

上层菌液裂解液进行SDS-PAGE电泳分析。

1.3.4　干扰载体的构建        我们采取Andrew Fire
实验室的双T7 promoter载体进行RNA干扰载体的

构建。将测序正确的含有基因片段的质粒与L4440
载体同时进行双酶切(EcoR I/BamH I), 37 ºC酶切过

夜, 电泳分离目的条带后胶回收片段。将二者连接, 
连接体系: 回收片段7.5 µL、L4440回收产物0.5 µL、
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T4 ligase 1 µL、T4 ligase buffer 1 µL, 16 ºC连接过夜。

转化入50 µL大肠杆菌HT115感受态细胞, 制成干扰

食物, 同时提取质粒, 酶切鉴定正确后, 送去测序。

1.3.5　RNA干扰方法及寿命分析   用裂解液处理

C. elegans怀卵成虫 ,  将卵移至加有干扰菌的含

100 mg/mL FU(氟尿嘧啶)、50 mg/mL氨苄青霉素以

及1 mmol/mL IPTG的NGM平板上。25 ºC培养到L4
幼虫时, 将虫子挑到新的含有干扰菌的平板上, 每个

板60或80条虫, 各做三个平行组, 放于25 ºC恒温箱

中培养, 每天统计死亡数目。以喂食含L4440空载体

的HT115(L4440)细菌的线虫作为对照。用SPSS软
件进行数据处理和P值分析, 用Excel制图。

1.3.6　产卵量及孵化率的统计        用同步化方法处

理成虫, 将所得卵移至NGM平板上, 用OP50喂食, 在
25 ºC培养箱中培养, 当线虫进入L4期后转移至加有

干扰菌的含100 mg/mL FU、50 mg/mL氨苄青霉素

以及1 mmol/mL IPTG的NGM平板上, 各做三个平

行组, 放于25 ºC恒温箱中培养。每天将虫子转移到

新板上, 在产卵高峰期2~4 h转板一次, 并统计旧板

上的产卵数。孵化数的统计是在此基础上, 统计孵

化成为幼虫的数目。同时以喂食含L4440空载体的

HT115(L4440)细菌的线虫作为对照。

2   结果
2.1  dyn-1基因的克隆

用Trizol试剂按说明书提取C. elegans N2总RNA, 

电泳结果发现有3条主带, 分别为28S rRNA、18S 
rRNA和5S rRNA, 带型清晰完整说明RNA没有降

解, 可以进行反转录反应和RT-PCR扩增。随后用反

转录得到的cDNA进行PCR扩增, 得到2 000 bp左右

的dyn-1片段(图1)。将得到的目的片段连接到pMD-
18T载体上, 酶切验证, 经测序和Blast比对确定为

C. elegans的dyn-1基因全长cDNA。将测序的dyn-1 
cDNA序列进行分析, 结果显示: 我们所得到的dyn-1 
cDNA序列长度为1 955 bp, 起始密码子位于235-237
碱基处, 约表达了610个氨基酸。下划线处为引物和

起密码子(图2)。
2.2  DYN-1蛋白的表达

将dyn-1-pMD与Pet-32a载体同时进行双酶切, 
回收片段后用T4连接酶进行连接并转化, 挑选阳

性克隆, 摇菌提质粒酶切验证(图3), 结果与连进去

的片段大小一致, 测序结果正确。将重组质粒转入

BL21(DE3)中, 在IPTG诱导下表达出90 kDa左右的

融合蛋白(图4)。
2.3  dyn-1 RNAi干扰载体的构建以及RNA干扰效

果的考察

将dyn-1构建到L4440干扰载体上, 酶切验证及

测序结果正确后(图5)转化至HT115感受态细菌中制

备成干扰菌喂食N2, 同时以喂食含L4440空载体的

HT115菌做为对照组, 我们收集实验组和对照组的

虫体蛋白, 利用Western blot检测对虫体的干扰效果

(图6), 可以发现相比对照组, 经RNAi组的DYN-1蛋

A: dyn-1 cDNA PCR片段; B: dyn-1-PMD质粒; C: dyn-1-pMD质粒酶切(EcoR I/BamH I); M: GeneRuler DNA梯状混合。 
A: amplification of C. elegans dyn-1 cDNA; B: construct of dyn-1-pMD plasmid; C: dyn-1-pMD digestion with EcoR I and BamH I; M: GeneRuler 
DNA ladder mixture. 

图1　dyn-1的扩增以及dyn-1-pMD载体的构建

Fig.1　Amplification of C. elegans dyn-1 cDNA and construct of dyn-1-pMD plasmid
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白的表达水平显著减少, 证明确实起到了RNA干扰

的效果。

2.4  采用RNA干扰观察dyn-1对C. elegans寿命、

产卵和发育的影响

将dyn-1 RNA干扰菌喂食N2、daf-2(e1370)和
daf-16(e1038)三种虫株, 同时以喂食含L4440空载体

的HT115菌做为对照组, 在25 ºC恒温箱中培养观察

该基因干扰后对线虫寿命的影响。实验结果发现, 

N2、daf-2(e1370)以及daf-16(e1038)经RNAi后虫体

的平均寿命显著缩短(差异极显著, 表1和图7)。
为了进一步验证dyn-1对C. elegans生殖的影响, 

我们对5条野生型线虫N2喂食dyn-1 RNAi干扰菌, 统
计其产卵量及孵化率的变化。结果发现, dyn-1干扰

之后5条虫子的平均产卵量只有40个, 而喂食空白载

体的对照组有180个, 干扰后虫体产卵量大大降低, 
而且经dyn-1干扰所产的卵, 只有32.4%能孵化成幼

图2　dyn-1 cDNA编码蛋白的氨基酸序列

Fig.2　The deduced protein sequence of dyn-1 cDNA
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虫, 说明对孵化率产生了很大的影响(表2)。
为了进一步研究dyn-1的功能, 我们将裂解之后

的卵分别接种到dyn-1干扰平板和含空白载体菌的

平板, 对虫体进行活体实时观察, 结果见图8。实验

发现, 含有dyn-1 RNAi食物的平板上只有很少虫卵

A: dyn-1-pET质粒; B: dyn-1-pET质粒酶切(EcoR I/BamH I); M: Gene
Ruler DNA梯状混合。

A: construct of dyn-1-pET plasmid; B: dyn-1-pET digestion with EcoR I 
and BamH I; M: GeneRuler DNA ladder mixture.

图3　dyn-1-pET 载体的构建

Fig.3　Construct of dyn-1-pET plasmid

1: BL空菌; 2-6: 含有dyn-1-pET质粒的BL21菌分别以0, 0.1, 0.3, 0.5, 
1.0 mmol/L IPTG在37 ºC诱导4 h; M: marker.
1: control; 2-6: expression of DYN-1 with IPTG induced in 0,  0.1, 0.3, 
0.5, 1.0 mmol/L at 37 ºC for 4 h; M: protein standard marker.

图4　DYN-1重组蛋白的诱导表达及Western blot检测

Fig.4　The expression of DYN-1 and analyze by Western blot

A: dyn-1-L4440质粒构建; B: dyn-1-L4440质粒酶切(EcoR I/BamH I); 
M: GeneRuler DNA梯状混合。

A: construct of dyn-1-L4440 plasmid; B: dyn-1-L4440 digestion with 
EcoR I and BamH I; M: GeneRuler DNA ladder mixture.

图5　dyn-1-L4440载体的构建

Fig.5　Construct of dyn-1-L4440 plasmid

1: N2喂食空载体转化菌; 2: N2经dyn-1(RNAi)。
1: N2 control; 2: N2 by dyn-1RNAi。

图6　Western blot检测dyn-1 RNAi干扰效果

Fig.6　The effect of dyn-1 RNAi by Western blot

表1　三种虫株喂食dyn-1-L4440干扰菌后在25 ºC下平均寿命(天)等数据统计

Table 1　Statistics of three strains fed dyn-1-L4440 interference bacteria at 25 ºC
基因型	 RNAi处理	 有效数/观察数	 次数	 平均寿命	 P值vs对照

Gene type	 RNAi treatment	 Availability/Total	 Trial	 Mean lifespan	 P value vs control
N2	 Control	 169/180	 3	 11.124±0.216	 **P<0.001	
	 dyn-1 RNAi	 163/180	 3	 5.337±0.098
daf-2(e1370)	 Control	 167/180	 3	 22.298±0.316	 **P<0.001	
	 dyn-1 RNAi	 165/180	 3	 8.747±0.065
daf-16(e1038)	 Control	 166/180	 3	 9.455±0.198	 **P<0.001	
	 dyn-1 RNAi	 171/180	 3	 5.236±0.204
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可以孵化成幼虫, 而且孵化出来的幼虫并不能如正

常的虫体一样发育到成虫。在56 h时, 喂食空载体

食物的虫子已经开始产卵了, 但是dyn-1经RNAi后
的的虫体有一部分已经开始死亡了。到80 h时, 正
常虫体产的卵已经发育成幼虫, 而dyn-1 RNAi下的

虫体已经全部死亡了。

表2　dyn-1 RNAi对N2产卵量及孵化率统计

Table 2　Statistics of egg laying and hatching rate in 
dyn-1(RNAi) worm

RNAi处理 平均卵数/5条 孵化率/5条
RNAi treatment	 Mean fecundity/5	 Hatching rate/5
Control	 182	 100%
dyn-1 RNAi	 40	 32.4%

图8　实时观察dyn-1 RNAi下N2的发育

Fig.8　Real-time observation of N2 in dyn-1 RNAi at 25 ºC

A: N2在dyn-1 RNAi后25 ºC下的生存曲线; B: daf-2(e1370)在dyn-1 RNAi后25 ºC下的生存曲线; C: daf-16(e1038)在dyn-1 RNAi后25 ºC下的生存

曲线; D: N2、daf-2(e1370)、daf-16(e1038)在dyn-1 RNAi后的平均寿命。

A: survival rate of N2 by dyn-1 RNAi at 25 ºC; B: survival rate of daf-2(e1370) by dyn-1 RNAi at 25 ºC; C: survival rate of daf-16(e1038) by dyn-1 
RNAi at 25 ºC; D: mean lifespan of N2, daf-2(e1370), daf-16(e1038) by dyn-1 RNAi at 25 ºC.

图7　三种虫株N2、daf-2(e1370)、daf-16(e1038)经dyn-1 RNAi后在25 ºC下寿命曲线及平均寿命

Fig.7　Survival rate and mean lifespan of N2, daf-2(e1370) and daf-16(e1038) by dyn-1 RNAi at 25 ºC
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2.5  dyn-1影响寿命的机制探讨

在线虫寿命调控中, 类胰岛素(IGF-1)信号途径

中daf-2和daf-16基因起着十分关键的作用[8-9], 为了

进一步探讨DYN-1显著缩短寿命的机制, 我们利用

表达纯化的重组蛋白免疫小鼠得到抗DYN-1的抗

体。利用DAF-2、DAF-16以及DYN-1的抗体对N2、
daf-2(e1370)、daf-16(e1038)突变株以及dyn-1干扰

虫株的虫体进行Western blot实验。实验前对各种蛋

白利用DAB试剂盒测定蛋白浓度, 根据浓度确定其

上样量确保上样量一致。

实验结果发现, 在dyn-1经RNAi之后的虫株中

DAF-2的表达量增加, 而DAF-16的表达量下降(图
9)。如引言所述, 线虫的寿命调控机制中, daf-2基因

的突变会使线虫寿命延长, 而daf-16的突变使线虫寿

命缩短[10-11],  可以发现dyn-1经RNAi后, DAF-2在daf-
16突变体和N2的RNA干扰的虫体中表达量明显增

加, 而DAF-16的表达量则在dyn-1经RNAi后的 daf-2
突变体和N2中降低。因此, 在三种虫体中dyn-1经
RNAi后寿命的减少是由于这两种蛋白表达的改变

直接导致的。

在形成细胞不平衡性以及与这些相关因素相互作用

的过程中发挥作用。胚胎细胞极性的维持对于胚胎

的发育起着关键的作用, 因此dyn-1对C. elegans的胚

胎发育和寿命具有很大的影响[17-18]。我们根据C. el-
egans中dyn-1的序列设计引物, 克隆得到正确的dyn-
1, 并成功构建到表达载体和干扰载体上, 诱导表达

出DYN-1融合蛋白, 大小与根据序列预测的一致, 得
到蛋白后免疫小鼠获得抗体, 继而进行后续的实验。

另外, 我们还利用RNAi技术研究了RNAi下调dyn-1
对C. elegans寿命、产卵以及发育形态进行的影响。

RNAi对寿命以及产卵的研究发现, dyn-1 经RNAi
下调后对寿命、产卵量产生十分明显的影响。寿命

试验中, 我们除了对野生型N2进行RNAi下调dyn-1
的表达后, 发现其寿命显著缩短, 为了进一步验证这

种缩短是否通过DAF-2途径, 我们选用两种突变株

daf-2(e1370)和daf-16(e1038)进行相同的通过RNAi
抑制dyn-1的表达, 结果发现两种突变体经RNAi下
调dyn-1后都有着与野生型类似的寿命显著缩短。

在产卵量的观察中我们发现, 野生型N2经RNAi抑制

dyn-1后虫体产卵能力显著降低, 并且所产的卵很难

发育成成虫。我们对这些dyn-1经RNAi后的虫体进

行实时的观察, 以正常的喂食含有L4440的HT115菌
为对照, 发现这些RNAi后的虫体产生的虫卵孵化后

不能发育为成虫。

本文的成果主要在于成功地克隆了全长的

dyn-1基因, 获得了DYN-1蛋白; 并成功地构建了

dyn-1的RNAi载体, 利用该技术研究了该基因在

C. elegans发育、生长过程中发挥的作用。接下来

我们可以对DYN-1在虫体内的分布以及与其他蛋白

的功能关系进行深一步的研究。
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Effects of Caenorhabditis elegans dyn-1 on Lifespan and Fecundity
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Abstract        Cell polarity is crucial for the generation of cell diversity. Dynamin, a large GTPase, functions 
in both endocytosis and actin dynamics. Here, the C. elegans dynamin ortholog, DYN-1, maintains anterior 
polarity cues. dyn-1 was amplified from C. elegans cDNA by PCR and cloned into an expression vector and a RNA 
interference vector. The effects of dyn-1 on lifespan of N2, daf-2(e1370) and daf-16(e1038) were studied by RNAi. 
The lifespans of N2, daf-2(e1370) and daf-16(e1038) were shortened significantly. In this study, we also observed 
sterility and embryonic lethality in the dyn-1 RNAi-treated worms.
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