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СИСТЕМА КАРБОКСИЭСТЕРАЗ DROSOPHILA 
MELANOGASTERK ОНТОГЕНЕЗЕ

Методом специфической гистохимической окраски гелевых блоков после 
электрофореза с последующей компьютерной денситометрией изучали ка­
чественные и количественные изменения ферментов подподкласса гидро­
лаз эфиров карбоновых кислот в онтогенезе дрозофилы. Показано многооб­
разие гидролаз эфиров карбоновых кислот на стадиях эмбрионального и 
постэмбрионального развития плодовой мушки. Установлена зависимость 
молекулярных форм различных эстераз и интенсивности их проявления 
на электрофореграммах от фазы онтогенеза.
Ключевые слова: гидролазы эфиров карбоновых кислот, онтогенез, дрозо­
фила.

Согласно имеющимся в литературе данным, гидролазы эфиров 
карбоновых кислот (КФ: 3.1.1) у животных представлены различ­
ными группами ферментов: карбоксиэстеразами (КФ: 3.1.1.1), рас­
щепляющими эфиры алифатических спиртов, арилэстеразами (КФ: 
3.1.1.2), гидролизующими эфиры ароматических спиртов, ацетилэс- 
теразами (КФ: 3.1.1.6), ацетилхолинэстеразами и холинэстеразами 
(КФ: 3.1.1.7 и 3.1.1.8), а также другими со сходной функцией 
ферментами [1-5].

Главная функция этих ферментов определяется непосредствен­
ным участием в метаболизме разнообразных эфиров карбоновых 
кислот в клетках, как пищеварительной, кровеносной, нервной, 
выделительной, половой и других систем. У некоторых видов насе­
комых обнаружены эстеразы, расщепляющие сложные эфиры кар­
боновых кислот, входящие в состав кормовой среды [6]; ацетил- 
холинэстеразы, регулирующие уровень ацетилхолина в постсинап­
тических структурах нервной ткани и контролирующие двигатель­
ную активность организма [7, 8]; эстеразы ювенильного гормона и 
феромонов, ответственные за метаморфоз и половые отношения в 
репродуктивный период [9, 10]; карбоксиэстеразы, расщепляющие 
инсектициды и другие токсические вещества сложноэфирной при­
роды [11, 12]. От каталитической функции этих ферментов может 
зависеть степень приспособленности организма к факторам окру­
жающей среды. К сожалению, роль гидролаз эфиров карбоновых 
кислот в формировании онтогенетических и филогенетических 
адаптивных реакций животных остаётся мало изученной.
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Эстеразы могут существовать в виде множественных молекуляр­
ных форм, отражающих как генотипическую, так и паратипичес- 
кую изменчивость организмов. Однако, если генотипическая измен­
чивость определяется разнообразием аллелей конкретного локуса, 
то паратипическая — главным образом посттрансляционной моди­
фикацией конечных генопродуктов. Немаловажную роль в этом 
модификационном процессе играют гидролитические ферменты, в 
частности протеиназы, осуществляющие реакции ограниченного и 
неограниченного протеолиза. Таким образом, отдельные биохими­
ческие признаки являются результатом экспрессии соответствую­
щих аллельных генов и модифицирования их продуктов при опре­
деленных условиях внешней и внутренней среды [5, 13].

Как показано на биологических объектах разных систематичес­
ких групп [14-21], аллельная детерминация и активность ряда 
ферментов претерпевают существенные изменения в ходе индиви­
дуального развития организмов. При этом наблюдаемые изменения 
могут отражать процесс дифференциации клеток и тканей, а также 
адаптационную способность особей при переходе от одной стадии 
онтогенеза к другой. Наиболее интересными, на наш взгляд, явля­
ются возрастные перестройки функционирования гидролитических 
ферментов у насекомых с полным типом превращения, в частности 
у плодовой мухи D. melanogaster [22]. Используя этот вид в каче­
стве модельного объекта, мы исследовали многообразие форм гидро­
лаз эфиров карбоновых кислот на всех этапах развития насекомого. 
В задачи исследования входило: 1) оптимизация условий экстраги­
рования из тканей различных молекулярных форм гидролаз эфи­
ров карбоновых кислот; 2) компьютерная оценка интенсивности 
проявления на электрофореграммах отдельных эстераз в онтогене­
зе; 3) изучение некоторых физико-химических свойств исследуе­
мых ферментов, включая субстратную специфичность, прочность 
связывания с мембранными структурами в разные возрастные пе­
риоды, относительную электрофоретическую подвижность.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования служила линия Normal дрозофилы чер­

нобрюхой (Drosophila melanogaster Meigen). Используемая линия 
представляет собой дикий тип мухи, который характеризуется про­
явлением доминантных внешних признаков (красно-коричневые 
глаза, серое тело, длинные крылья и т. д.) и в течение многих 
поколений практически не даёт по ним расщепления.

Мух выращивали на простой четырёхкомпонентной питательной 
среде [23] при температуре 25°С. При этих условиях жизненный 
цикл мух от стадии яйца до стадии имаго осуществлялся за 12 су­
ток.

Опытный материал, соответствующий каждой стадии развития, 
получали от одной популяции, особей которой скрещивали инбред- 
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но. С целью получения одновозрастного синхронизированного по­
томства молодых половозрелых мух (25 самок и 25 самцов) выдер­
живали на свежеприготовленном корме в течение 3-4 часов, после 
чего переводили на новую питательную среду того же состава. 
Материалом для исследования ферментов служили 18-20-часовые 
эмбрионы, 3-суточные личинки и куколки, а также имагинальные 
формы, достигшие полового созревания (3-й день после вылета из 
пупариума). С целью учёта половых различий в изоформах эстераз 
самцов и самок разделяли и анализировали отдельно. Взвешенный 
с точностью до 1 мг материал (массой 25, 50 и 100 мг) гомогени­
зировали в течение 2 мин в 0,1 М глицин-NaOH буфере (pH 9,0) 
и в том же буфере с добавкой тритона Х-100 в конечной концен­
трации 1%. В ряде экспериментов в качестве экстрагентов исполь­
зовали 0,01 М уксусно-аланиновый буфер (pH 4,5) и 0,1 М фосфат­
фосфатный буфер (pH 7,4) отдельно либо с добавкой 0-меркантоэ- 
танола в конечной концентрации 2,5%. Соотношение 
биологического материала и экстрагента во всех вариантах опытов 
составляло 1 : 6. Установлено, что экстракция щелочным буфером 
(pH 9,0) с 1%-ным тритоном Х-100 является оптимальной для 
выявления множественных молекулярных форм изучаемых гидро­
лаз эфиров карбоновых кислот дрозофилы.

Свежеприготовленные гомогенаты центрифугировали в течение 
15 мин при 10 000 g на холоде (4°С). Полученные экстракты пе­
реносили в эппендорфы, а осадки ресуспендировали в том же гли- 
цин-NaOH буфере с тритоном и без тритона и повторно центрифу­
гировали при тех же условиях.

Компоненты всех полученных экстрактов одновременно подверга­
ли электрофоретическому разделению в системе вертикально-плас­
тинчатого щелочного (pH 8,3) 10% геля (размеры: 140 х 120 х 1 мм). 
Пробы в щели гелевого блока вносили в объёме 10 мкл с добавкой 
5 мкл 0,01% раствора бромфенолового синего, содержащего 60% са­
харозы. В опыте с отдельно взятыми а-нафтилацетатом и Р-нафтила- 
цетатом (рис. 1, А и Б) объём анализируемых проб в расчёте на одну 
щель увеличивали в 2 раза. Электрофорез проводили в течение пер­
вых 10 мин при силе тока 10 мА; в течение следующих 20 мин — 
при 20 мА; далее, в течение 3 часов силу тока поддерживали на уров­
не 40 мА в расчёте на два гелевых блока. Поскольку в кишечнике 
личинок всегда содержится большое количество пищевой массы, в 
качестве контроля на возможное присутствие в ней эстераз была 
взята проба экстракта питательной среды, разработанной личинками 
в течение трёх суток. Этот экстракт исследовали по той же схеме, что 
и экстракты тканей дрозофилы. Исследования показали, что экстракт 
переработанной питательной среды, содержащей специфическую 
микробиоту [24], не содержит даже следовых количеств гидролаз 
эфиров карбоновых кислот (первые два трека фореграмм, приведен­
ных на рис. 1: В-Е, не содержат окрашенных полос). В связи с этим 
можно считать, что наблюдаемые на электрофореграммах окрашенные 
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зоны представляют собой множественные молекулярные формы фер­
ментов, принадлежащих тканям дрозофилы.

О возможном неспецифическом эстеразном действии протеоли­
тических ферментов, вероятно присутствующих в экстрактах тка­
ней дрозофилы, судили по интенсивности расщепления используе­
мых субстратов химотрипсином ("Reanal", Венгрия), трипсином 
("Spofa", Чехия) и папаином ("Merck", Германия). Указанные фер­
менты вносили в щели гелевых блоков в количестве 20 мкг, пред­
варительно растворяя их в 0,01 М уксусно-аланиновом буфере pH 
4,5. Экспериментально установлено, что из трёх перечисленных 
выше протеиназ, обладающих эстеразной активностью, только хи­
мотрипсин проявлял невысокую активность исключительно по от­
ношению к Р-нафтилацетату, однако зона расположения этого фер­
мента в геле после электрофореза не совпадала ни с одной из зон 
P-специфичных эстераз дрозофилы (рис. 1).

После электрофоретического разделения гели отмывали от ще­
лочного рабочего буфера дистиллированной водой и выдерживали 
10-15 мин в 0,1 М фосфат-фосфатном буфере pH 7,4. Нейтрализо­
ванные таким образом гелевые блоки помещали в инкубационные 
среды, содержащие отдельные субстраты: а-нафтилацетат, Р-нафти- 
лацетат и а-нафтилпропионат (по 50 мг на 50 мл фосфатного буфе­
ра), либо смеси а-нафтилацетата с Р-нафтилацетатом (по 25 мг 
каждого на 50 мл фосфатного буфера). В отдельном эксперименте 
показано, что использование смеси а- и Р-нафтилацетатов в указан­
ных концентрациях не вызывает заметных изменений в проявле­
нии полос на электрофореграммах.

Навески субстратов перед внесением в буфер растворяли в 
100 мкл диметилформамида. Вслед за субстратами в среду инкуба­
ции вносили прочный синий RR в количестве 50 мг в расчёте на 
50 мл используемого буфера или на один гелевый блок. Пробы ин­
кубировали при температуре 25°С в течение 20 мин или 1 часа, 
после чего жидкость декантировали, а гели многократно промывали 
дистиллированной водой. С целью усиления окраски зон геля со 
следовым или низким содержанием некоторых форм эстераз, вре­
мя инкубации в отдельных опытах увеличивали до 12 часов. В ре­
зультате реакции одновременного азосочетания нафтола с прочным 
синим RR в местах локализации эстераз образуется чрезвычайно 
стойкий азокраситель, который тут же выпадает в осадок, прокра­
шивая зоны геля в определённый цвет. Окраска зависит в основ­
ном от положения гидроксильной группы нафтола — а или р. В 
первом случае участки геля окрашиваются в коричневый (или 
чёрный) цвет, во втором — в пурпурный. После гистохимического 
выявления молекулярных форм эстераз, гелевые блоки сканировали 
и анализировали с помощью компьютерной программы "АнаИС" 
(Поджарский М. А., Рыбалка Д. Г., 2004 г.). Об экспрессивности 
эстераз судили по уровню оптической плотности окрашенных зон 
геля после вычитания фонового показателя контрольного участка 
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соответствующего гелевого блока, находящегося вне поля разделе­
ния ферментов.

В работе использовали реактивы фирм "Reanal", "Chemapol" и 
"Ferak", а также установку для электрофореза марки "VE-4" произ­
водства ООО "Helicon" (Россия).

А. Первичная экстракция. Субстрат: а-нафтилацетат. Б. Первичная экстракция. Субстрат: р-нафтилацетат.
I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Rf 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Rf

В. Первичная экстракция. Субстраты: а- нафтилаце­
тат + р-нафтилацетат.

Г. Вторичная экстракция. Субстраты: а-нафтилацетат + 
р-нафтилацетат.

Е. Вторичная экстракция. Субстрат: а-нафтилпро- 
пионат.

9 10 11 12 ІЗ 14 15

Д. Первичная экстракция. Субстрат: а-нафтилпро- 
пионат.

Рис. 1. Спектры гидролаз эфиров карбоновых кислот в онтогенезе Drosophila 
melanogaster-.

Треки на фореграммах А и Б: экстракты личинок, куколок и имаго, соответ­
ственно приготовленные на буферных растворах с pH 4,5 (1, 4, 7), 7,4 (2, 5, 8), 9,0 
(3, 6, 9), а также в присутствии 2,5% Р-меркаптоэтанола (10-14); 15 — химот­
рипсин; инкубация 12 часов, 25°С. Треки на фореграммах В-Е: 1 — питатель­
ная среда; 2 — питательная среда + тритон 1%; 3 — яйца; 4 — яйца + тритон 
1%; 5 — личинки; 6 — личинки + тритон 1%; 7 — куколки; 8 — куколки 
+ тритон 1%; 9 — имаго; 10 — имаго + тритон 1%; 11 — имаго самцы + 
тритон 1%; 12 — имаго самки + тритон 1%; 13 — химотрипсин; 14 — трип­
син; 15 — папаин; инкубация 1 час, 25°С. Горизонтальные стрелки — Р-специ- 
фичные эстеразы; вертикальные стрелки — направление движения ферментов 
в гелевом блоке во время электрофореза.
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Результаты исследования и обсуждение
Предварительно проведенные исследования показали, что подав­

ляющее большинство электрофоретически выявленных молекуляр­
ных форм эстераз дрозофилы обладает способностью расщеплять 
отдельно взятые а- И 0-нафтоловые эфиры уксусной и пропионовой 
кислот (рис. 1, А, Б, Д). Несмотря на то, что данные соединения 
довольно близки по химической природе, использование их в раз­
ных сочетаниях и соотношениях позволяет выявить явное предпоч­
тение одних эстераз к а-нафтоловым эфирам, а других — к 0-наф- 
толовым. При одновременном использовании а- и 0-нафтилацета- 
тов у одних изоформ ферментов проявляется специфичность к 
а-нафтилацетату, а у других изоформ — к Р-нафтилацетату. Во 
многих других случаях один и тот же фермент может расщеплять 
оба типа субстратов, однако степень специфичности фермента к а- 
и 0-субстратам может быть не одинаковой и изменяться в зависи­
мости от стадий индивидуального развития мухи и других причин.

Учитывая эффект частичного перекрывания субстратной специ­
фичности у отдельных эстераз, определяли количество молекуляр­
ных форм и выраженность окраски их полос при наличии в ин­
кубационных средах отдельно взятых а- или Р-субстратов, а также 
при совместном их применении. Такой подход дал возможность 
проследить за изменениями количества форм и функционального 
состояния этих ферментов в ходе индивидуального развития дрозо­
филы.

Как видно из рис. 1, А-Е, экстракция тканей дрозофилы буфе­
ром, содержащим тритон Х-100, приводит к увеличению числа 
выявленных молекулярных форм эстераз, обладающих активностью 
в присутствии а-нафтоловых эфиров уксусной и пропионовой кис­
лот (Rf = 0,047, 0,140 и 0,210). Это особенно характерно для эк­
страктов эмбрионов, личинок, куколок и самцов имаго: их эстеразы 
наиболее активно гидролизуют а-нафтилпропионат. Оказалось, что 
независимо от объекта исследования после экстракции буфером, 
содержащим тритон Х-100, заметно снижается интенсивность ок­
раски полосы эстеразы с Rf = 0,280, предпочитающей 0-субстрат. 
Можно предположить, что снижение 0-эстеразной активности в 
этих экспериментах вызвано слабым ингибирующим действием 
тритона Х-100 на соответствующие ферменты. Как видно из рис. 1, 
Г и Е, повторная экстракция тканей не приводит к извлечению 
качественно новых молекулярных форм эстераз по сравнению с 
первичной экстракцией. Однако эффективность повторного экстра­
гирования на количественный выход ферментов в разные фазы 
развития мухи свидетельствует о дифференциальной прочности свя­
зывания мембранными структурами тех или иных молекулярных 
форм ферментов в зависимости от возраста и пола исследуемых 
мух. Так, например, оказалось, что у самцов при повторной экстрак­
ции щелочным буфером, не содержащим тритон, извлекается при­
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мерно столько же тканевой эстеразы, специфичной к а-нафтилаце- 
тату, сколько и при первичной экстракции. Повторная экстракция 
а-специфичной эстеразы из тканей взрослых самок, а также куко­
лок, дает выход лишь следовых количеств исследуемого фермента, 
что может быть результатом более прочного связывания его с мем­
бранами у этих объектов.

Результаты проведенных исследований позволяют утверждать, 
что карбоксиэстеразы плодовой мушки представлены четырьмя ос­
новными молекулярными формами, хорошо отличающимися по 
электрофоретической подвижности и проявлению эстеразной актив­
ности. Степень выраженности на электрофореграммах полос отдель­
ных эстераз сильно зависит от стадии развития насекомого и воз­
растает в процессе развития мух, достигая максимального проявле­
ния у имаго (особенно у самцов).

Из представленных на рис. 2, а также в табл. 1 данных видно, 
что наибольшая оптическая плотность полос отдельных форм ис­
следуемых ферментов наблюдается у имагинальных форм дрозофи­
лы. Судя по оптической плотности наблюдаемых фракций, уровень 
каталитической выраженности молекулярных форм (1а и 16) 
P-специфичной эстеразы взрослой мухи в 6-9 раз превосходит та­
ковой у личинок и куколок. Нарастание активности в период от 
стадии личинки до стадии имаго характерно также и для форм 
эстераз, предпочитающих а-нафтилацетат. При этом оптическая 
плотность некоторых полос на электрофореграммах в случае имаго 
значительно выше (в 3,7-4,3 раза), чем в опытах с куколками и 
личинками. В общих чертах эта закономерность сохраняется при 
исследовании эстераз вторичных экстрактов тканей разновозраст­
ных объектов — эмбрионов, личинок, куколок и имаго. В этом 
случае наиболее показательными оказываются онтогенетические из­
менения функциональной активности эстераз, предпочитающих 
Р-субстрат (рис. 1, Г и Е). К тому же эти ферменты проявляют 
ярко выраженный половой диморфизм: при использовании смеси 
субстратов у 3-суточных самцов полосы P-специфичной эстеразы на 
электрофореграммах более интенсивно окрашены, чем в случае са­
мок того же возраста.

Наблюдаемые в онтогенезе изменения (рис. 2 и табл. 1) свиде­
тельствуют о том, что изучаемые гидролазы эфиров карбоновых 
кислот представляют собой группу весьма важных для процессов 
развития ферментов, качественные и количественные показатели 
которых отражают уровень экспрессии соответствующих генов на 
разных стадиях развития дрозофилы.

Наряду с главными формами в экстрактах тканей эмбрионов, ли­
чинок, куколок и имаго обычно присутствует небольшое число быс­
троподвижных (Rf = 0,560 и 0,765) и слабо проявляющихся фрак­
ций эстераз (рис. 1). Как правило, они лучше выявляются по гид­
ролизу а-нафтилпропионата, и их можно рассматривать как формы, 
сопутствующие основным мажорным компонентам. Кроме того, об-
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Рис. 2. Интенсивность проявления гидролаз эфиров карбоновых кислот в онтогенезе Drosophila melanogaster:

Первичная экстракция: 1 : 6, глицин-NaOH буфер pH 9,0 с 1% тритоном Х-100. Инкубация: pH 7,4, 20 мин, 25’С. 
Субстраты: а-нафтилацетат + Р-нафтилацетат. I — электрофореграммы: 1-8 — номера треков; горизонтальными 
стрелками указано направление движения ферментов в геле, вертикальными — локализация P-специфичных эстераз; 
II — денситограммы: по оси х — длина треков (пиксели), по оси у — оптическая плотность (ADo, относительные 
единицы) ферментных фракций (1а, 16, 2 и 3) личинок, куколок и самцов имаго
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ращает на себя внимание размытая лидирующая зона (Rf ~0,444), 
представленная плохо фокусирующимися белковыми компонентами, 
обладающими довольно высокой а-эстеразной активностью. Эта эс­
теразная фракция практически полностью элюируется при первич­
ной экстракции и может рассматриваться как результат модифика­
ции основной формы эстеразы (Rf = 0,047), обладающей высокой 
специфичностью к а-субстратам. Количество её может быть увели­
чено путём введения в гомогенат таких восстановителей, как р-мер- 
каптоэтанол, дитиотреитол, глутатион восстановленный и угнетено с 
помощью окисленного глутатиона. Возможно, этот фермент является 
мономерным деградантом а-эстераз дрозофилы, представляющих со­
бой белки с четвертичной структурой. Высказанное предположение 
может оказаться вполне оправданным, если учесть, что некоторые (а 
возможно и все) гидролазы данной группы (подобно ацетилхолинэ- 
стеразе высших организмов) исходно представляют собой олигомеры, 
состоящие из нескольких субъединиц, обладающих самостоятельной 
эстеразной активностью [4].

Таблица 1
Количественные изменения экспрессии основных форм гидролаз эфиров 

карбоновых кислот в онтогенезе Drosophila melanogaster

Молекулярные 
формы эстераз Личинка

1а 0,344 ±0,010

16 0,556 ± 0,027

2 0,838 ±0,038

3 0,447 ± 0,020

Стадии развития

Куколка Имаго (самцы)
0,275 ± 0,002 2,376 ± 0,048

0,351 ±0,004 3,220 ±0,112

0,510 ±0,020 0,807 ± 0,064

0,520 ± 0,020 1,900 ±0,076

Примечание: la и 16 — молекулярные формы p-специфичной эстеразы; 2 и 
3 — «-специфичные эстеразы; данные отражают средние значения оптической плот­

ности ферментных фракций — ADo и их стандартные ошибки — m при п = 8.

Выводы
1. Гидролазы эфиров карбоновых кислот у дрозофилы представ­

лены несколькими группами ферментов, различающимися 
электрофоретической подвижностью и избирательным прояв­
лением активности в отношении а- и р-нафтоловых эфиров 
низших карбоновых кислот.

2. Наиболее полно спектр изучаемых а- и p-эстераз представлен 
в щелочных тритон-содержащих экстрактах тканей эмбрио­
нов, личинок, куколок и имаго, однако p-эстеразная актив­
ность одной из главных эстераз после экстракции в присут­
ствии тритона Х-100 оказалась менее выраженной.
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3. Максимальный выход в раствор большинства гидролаз эфиров 
карбоновых кислот наблюдается в процессе их первичной 
экстракции, что указывает на хорошую растворимость этих 
ферментов в водной среде и слабую ассоциированость их с 
мембранами.

4. В процессе онтогенетического развития у дрозофилы наблюда­
ются качественные и количественные изменения со стороны 
гидролаз эфиров карбоновых кислот, что, по-видимому, отража­
ет дифференциальную активность генов и модификацию их 
продуктов в онтогенезе насекомого.
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СИСТЕМА КАРБОКСИЕСТЕРАЗ DROSOPHILA MELANOGASTER
В ОНТОГЕНЕЗІ
Резюме
Методом специфічного гістохімічного забарвлення гелевих блоків після елект­

рофорезу з наступною комп’ютерною денситометрією вивчали кількісні та якісні 
зміни ферментів підпідкласу гідролаз ефірів карбонових кислот в онтогенезі дрозо­
філи. Виявлено молекулярний поліморфізм естераз на стадіях ембріонального та 
постембріонального розвитку плодової мушки. Встановлено залежність молекуляр­
них форм різноманітних естераз та інтенсивності їх прояву на електрофореграм- 
мах від фази онтогенезу.

Ключові слова: гідролази ефірів карбонових кислот, онтогенез, дрозофіла.
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THE CARBOXYESTERASES SYSTEM OF DROSOPHILA
MELANOGASTER IN ONTOGENESIS
Summary
The quantitative and qualitative changes in the enzymes subsubclass of the ethers of 

carbonic acids hydrolases in drosophila ontogenesis were studied by the method of specific 
histochemical colouring of the gel blocks after the electrophoresis with the following 
computer densitometry. The variety of the ethers of carbonic acids hydrolases was 
revealed on the stages of embryonic and postembryonal development of drosophila. The 
dependence between the molecular forms of various esterases and intensity of their 
display on electrophorogramme upon the stage of ontogenesis were established

Keywords: ethers of carbonic acids hydrolases, ontogenesis, drosophila.
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