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ОНТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ
КАРБОКСИЭСТЕРАЗ У DROSOPHILA MELANOGASTER

Используя метод компьютерной денситометрии, проводили сравнительный 
качественно-количественный анализ экспрессии карбоксиэстераз в онтоге­
незе дрозофилы после их электрофоретического разделения в полиакрила­
мидном геле и выявления активности по способности расщеплять слож­
ные эфиры низших и высших карбоновых кислот. Установлено, что макси­
мум экспрессии нафтилацетазной активности совпадает с имагинальной 
фазой развития плодовой мухи, тогда как пик активации липаз сопряжён с 
куколочной стадией онтогенеза. Показаны генетически зависимые инди­
видуальные и половые различия в проявлении активности карбоксиэсте­
раз у репродуктивно-способных особей дрозофилы. Приведены популяци­
онно-статистические показатели уровня экспрессии карбоксиэстераз в он­
тогенезе лабораторной линии дрозофилы дикого типа.
Ключевые слова: карбоксиэстеразы, онтогенез, дрозофила.

Индивидуальное развитие организмов сопровождается радикальны­
ми измененими в активности многих ферментных систем [1, 2]. При 
этом причиной наблюдаемых явлений могут быть те или иные пере­
стройки и сдвиги как на уровне генотипа, так и на паратипическом 
уровне [3].

Как отмечается в ряде работ [4-6], многие протеолитические и эс- 
теролитические ферменты (КФ 3.4; КФ 3.1.1.1 - 10), выполняя в 
организме важную роль поддержания физиологического баланса сво­
бодных и связанных органических кислот, могут вполне адекватно 
отражать онтогенетические преобразования и демонстрировать адапта­
ционные возможности организма при переходе от одной фазы разви­
тия к другой [7]. К сожалению, гидролитические ферменты, и в час­
тности карбоксиэстеразы, в онтогенезе многих видов животных не 
исследованы, что затрудняет обобщение и систематизацию научных 
данных. Всё же имеются единичные сообщения о возрастных разли­
чиях активности эстераз у отдельных видов рыб [8-10], термитов [11], 
мух [12] и некоторых других беспозвоночных [13]. При этом, чаще 
всего онтогенетическая динамика исследуемых ферментов в цитируе­
мых работах представлена фрагментарно и не отражает особенностей 
всех стадий развития от яйца до взрослой особи.

С учётом этого в данной работе ставится цель изучить динамику 
экспрессии карбоксиэстераз в онтогенезе лабораторной линии дикого
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типа Drosophila melanogaster. Поскольку в ранее опубликованной ста­
тье [14] было установлено, что на стадии эмбрионального развития 
дрозофилы выявляется лишь следовая активность исследуемых фер­
ментов, в настоящей работе внимание сосредоточено на постэмбрио­
нальном развитии мух.

В задачи исследования входило: 1) обнаружить индивидуальные 
особенности в экспрессии ацилэстераз и липаз у дрозофилы; 2) изу­
чить многообразие форм карбоксиэстераз на стадиях личинки, кукол­
ки и имаго; 3) выявить половые различия в экспрессии изоформ 
ацилэстераз репродуктивно-способных особей; 4) провести сравнитель­
ный анализ экспрессии ацилэстераз и липаз на разных стадиях по­
стэмбрионального развития насекомого.

Материалы и методы исследования
Материалом для исследований служили 3-суточные личинки, ку­

колки и имаго единой искусственной популяции Drosophila 
melanogaster Meigen дикого типа. Мух содержали на стандартной 
питательной среде [15] при постоянной температуре (25 °С).

Для получения экстрактов тканей отдельно взятых личинок, куко­
лок, самцов и самок имаго (предварительно наркотизированных диэти­
ловым эфиром) исследуемый материал гомогенизировали в эппендор- 
фах в течение 2 минут в 20 мкл 0,1 М глицин-NaOH буфера рН 9,0, 
содержащего 1 % тритона Х-100. Гомогенаты центрифугировали при 
12 000 g в течение 15 минут при +4 °С, после чего к 20 мкл надо­
садочной жидкости добавляли по 10 мкл 0,01 % раствора бромфено­
лового синего, содержащего 60 % сахарозы.

Приготовленные таким образом биологические пробы (14 вариан­
тов экстрактов личинок, 14 — экстрактов куколок, 7 — экстрактов 
самцов имаго, 7 — экстрактов самок имаго) подвергали электрофорезу 
в системе щелочного (рН 8,3) вертикально-пластинчатого 10 % поли­
акриламидного геля. После электрофореза каждый гелевый блок соот­
ветствующей пары рабочих пластин разрезали пополам с целью даль­
нейшего сравнения экспрессии нафтилацетазной и липазной активно­
стей у одних и тех же особей. Каждую половину геля отмывали 
дистиллированной водой до нейтрального значения рН и замачивали 
на 15 минут в 25 мл 0,1 М трис-глицинового буфера рН 7,4. Одни из 
половин двух параллельных гелевых блоков помещали в среду того 
же буфера объёмом 25 мл с добавкой 12 мг а-нафтилацетата, 12 мг 
Р-нафтилацетата и 25 мг синего прочного В; другие — заливали 25 мл 
0,2 % твина 85, приготовленного на трис-глициновом буфере, содержа­
щем 0,4 % CaCl2. Гели в среде с нафтилацетатами инкубировали 
1 час, в среде с сорбитан-триолеатом — 2 часа при температуре 25 °С. 
Ферментативный гидролиз нафтоловых эфиров останавливали, заливая 
гели дистиллятом, доведенным до температуры кипения. Реакцию 
расщепления твина прекращали, обрабатывая гели в течение 15 минут 
25 мл 1 % раствора уксуснокислого свинца. Образующийся в геле 
в местах локализации липаз осадок "свинцового мыла" выявляли с 
помощью 1 % раствора сульфида натрия (объём — 25 мл), выдержи­
вая в нём гель 15 минут.
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После тщательного промывания соответствующие друг другу поло­
вины гелевых блоков совмещали и денситометрировали, используя 
специальную компьютерную программу "АнаИС". Уровень экспрессив­
ности изучаемых ферментов оценивали по показателям оптической 
плотности каждой изоформы карбоксиэстеразы в расчёте на количе­
ство биологического материала, полученного от одной особи. Статисти­
ческую обработку первичных данных проводили согласно [16]. В ра­
боте использованы реактивы зарубежных фирм "Reanal" (Венгрия), 
"Chemapol" (Чехия), "Serva" (Германия). Аналитический электрофорез 
осуществляли с помощью прибора "VE-4" российского производства.

Выявление карбоксиэстераз в полиакриламидном геле с использо­
ванием синтетических эфиров низших и высших карбоновых кислот 
проводили в соответствии с классическими гистохимическими метода­
ми Гомори [17] и Чейна [18].

Результаты исследования и обсуждение
Анализ уровня экспрессии различных молекулярных форм карбок­

сиэстераз, проявляющих как нафтилацетазную, так и липазную актив­
ность, показал, что на всех стадиях постэмбрионального развития у 
особей дрозофилы наблюдаются индивидуальные различия, особенно 
характерные для фракций ферментов с Rf 0,230 и 0,250 (рис. 1-2, 
табл. 1). На стадии имаго, кроме того, ярко выражены половые разли­
чия, связанные с более высоким уровнем экспрессии карбоксиэстера­
зы 1 (Rf 0,250) у самцов по сравнению с таковым у самок. Так, 
средний показатель экспрессии этого фермента, представленный в ус­
ловных единицах оптической плотности, у особей мужского пола ока­
зался в 2 раза более высоким по сравнению с тем же параметром у 
самок. В связи с этим есть основания полагать, что более высокий 
уровень экспрессии данного фермента у самцов связан с дополнитель­
ной локализацией его в тканях репродуктивного аппарата [19].

Результаты данного исследования указывают на то, что наличие, а 
также уровень экспрессии изучаемых карбоксиэстераз в тканях нахо­
дятся в определённой зависимости от стадии постэмбрионального раз­
вития дрозофилы. Следует подчеркнуть, что набор молекулярных 
форм карбоксиэстераз, проявляющих как а-фильность, так и 0-филь- 
ность по отношению к нафтол-производным уксусной кислоты, в ходе 
онтогенеза не изменяется. Тем не менее, от стадии личинки к стадии 
куколки и далее к стадии взрослой мухи наблюдается постепенное 
нарастание уровня экспрессии отдельных форм эстераз (например, 
эстеразы 4, эстеразы 3, эстеразы 1). В отличие от этого, стадия личин­
ки характеризуется крайне слабой выраженностью экспрессии липаз. 
Их изоформы представлены всего лишь двумя электрофоретически 
слабоподвижными вариантами (Rf 0,056 и 0,117). Слабая активность 
липолитических ферментов у личинок скорее всего связана с тем, что 
на этой фазе развития насекомое не только не использует жиры в ка­
честве источника питания, но и не реализует ассимилируемые им 
липиды как энергетический ресурс [20, 21]. Более того, поскольку на 
электрофореграммах локализация эстеразных и липазных полос у ли­
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чинок практически совпадает, можно предположить, что функцию 
липаз на этой стадии развития мух выполняют эстераза 4 и эстераза 
3. Есть данные [14], что по физико-химическим свойствам эти фер­
менты более всего соответствуют ацетилхолинэстеразе и С-эстеразе.

Рис. 1. Качественные изменения экспрессии карбоксиэстераз в онтогенезе 
Drosophila melanogaster Meigen: 1 — нафтилацетазная активность; 2 — липазная 

активность. Стрелками указано направление движения ферментов в геле

Примечательно то, что на стадии личинки карбоксиэстераза 1, про­
являющая 0-нафтилацетазную активность, совершенно не обладает 
способностью расщеплять твин 85. Судя по результатам данного ис­
следования, максимально выраженные онтогенетические преобразова­
ния в системе карбоксиэстераз происходят на куколочной стадии раз­
вития дрозофилы.
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Рис. 2. Количественные изменения экспрессии карбоксиэстераз в онтогенезе 
Drosophila melanogaster Meigen: На денситограммах: по оси х — расстояние от 
линии старта до линии фронта на гелевом блоке (пиксели); по оси у — оптичес­
кая плотность фракций, соответствующих локализации карбоксиэстераз в геле­

вом блоке (условные единицы). 1 — нафтилацетазная активность; 2 — липазная 
активность
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Таблица 1
Онтогенетические изменения экспрессии карбоксиэстераз у Drosophila 

melanogaster Meigen

Примечание: приведенные в таблице данные по экспрессии ферментов отражают 
средние показатели оптической плотности (Od, условные единицы) фракций в геле­
вом блоке, соответствующих локализации изоформ карбоксиэстераз; — — актив­
ность исследуемого фермента не выявлена.

Наряду с хорошо выраженной липолитической активностью двух 
медленноподвижных форм а-фильных эстераз, имеет место экспрессия 
Р-фильного фермента, с нафтилацетазной активностью которого ассо­
циирована способность гидролизовать эфиры высших карбоновых кис­
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лот. Кроме того, только на этой стадии онтогенеза экспрессируется 
истинная липаза, не обладающая нафтилацетазной активностью. Этот 
фермент среди тестируемых карбоксиэстераз дрозофилы стоит на пер­
вом месте по электрофоретической подвижности (Rf = 0,434). Функ­
ция in vivo этой липазы, а также 0-эстеразы 1, обладающей липазной 
активностью, скорее всего связана с реализацией на стадии куколки 
депонированье в клетках жирового тела липидов, поскольку с перехо­
дом к следующей фазе развития полностью утрачивается способность 
какой-либо из указанных форм карбоксиэстераз гидролизовать эфир 
олеиновой кислоты. Так же, как у личинок и куколок, у самцов и 
самок имаго одновременно эстеразной и липазной активностью обла­
дают две медленно подвижные а-фильные формы карбоксиэстераз, 
однако степень их активности по отношению к твину менее выражена 
по сравнению с таковой на стадии куколки.

В отличие от выраженных половых различий в проявлении 0-эсте- 
разной активности, различия в экспрессии липаз у самцов и самок 
едва заметны: средние показатели оптической плотности соответству­
ющих фракций ферментов у этих особей практически совпадают 
(рис. 2, табл. 1). Среднестатистические данные, отражающие онтогене­
тические особенности экспрессии карбоксиэстеразы 1, как наиболее 
показательного фермента, представлены на рис. 3.

Рис. 3. Онтогенетические изменения экспрессии 0-фильной карбоксиэстеразы у 
Drosophila melanogaster Meigen: Представлены показатели оптической плотности 

(Od, условные единицы) фракций, соответствующих локализации ферментов в 
гелевом блоке. □ — нафтилацетазная активность, ■ — липазная активность

Как видно из рисунка, на куколочной стадии изучаемый фермент 
проявляет двойственную функцию: с одной стороны гидролизует 
0-нафтилацетат, с другой — твин. При этом он ведёт себя как эстеро- 
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липаза, в отличие от других форм карбоксиэстеразы, проявляющих на 
стадиях личинки и имаго исключительно Р-нафтилацетазную актив­
ность. Не исключено, что наблюдаемая бифункциональность описыва­
емого фермента может оказаться артефактом, поскольку проявление 
липазной активности может быть сопряжено с особым энзимом, элек­
трофоретические характеристики которого близки или полностью со­
впадают с таковыми Р-нафтилацетазы. Это же может относиться и к 
другим изоформам карбоксиэстераз, проявляющих липазную актив­
ность. Поэтому для окончательного заключения необходимы дальней­
шие экспериментальные исследования.

Выводы
1. Генетически однородная по внешним фенотипическим призна­

кам лабораторная линия дрозофилы дикого типа (линия Normal) 
характеризуется разной экспрессивностью карбоксиэстеразы на стади­
ях личинки, куколки и имаго. При этом наблюдаются специфические 
изменения липазной и нафтилацетазной активностей карбоксиэстераз 
с максимальной экспрессией на стадиях куколки и имаго.

2. Индивидуальные и половые различия у имаго наиболее харак­
терны для карбоксиэстеразы 1, обладающей Р-нафтилацетазной актив­
ностью.

3. На стадии куколки наряду с Р-нафтилацетазой, ассоциированной 
с липолитической активностью, экспрессируется липаза, не обладаю­
щая способностью расщеплять нафтилацетаты.

4. Совпадение либо близкое расположение зон проявления нафти­
лацетазной и липазной активностей в гелевых блоках может быть 
связано как с групповой субстратной специфичностью одних и тех же 
форм карбоксиэстераз, так и с наличием разных ферментов со сход­
ными электрофоретическими характеристиками.
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ОНТОГЕНЕТИЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ЕКСПРЕСІЇ КАРБОКСИЕСТЕРАЗ
У DROSOPHILA MELANOGASTER

Резюме
Використовуючи метод комп’ютерної денситометрії, проводили порівняльний 

якісно-кількісний аналіз експресії карбоксиестераз в онтогенезі дрозофіли після 
їх електрофоретичного поділу в поліакриламідному гелі і прояву активності сто­
совно складних ефірів нижчих та вищих карбонових кислот. Встановлено, що мак­
симум експресії нафтилацетазної активності співпадає з імагінальною фазою роз­
витку плодової мухи, тоді як пік активності ліпаз виявляється на стадії лялечки. 
З’ясовано генетично залежні індивідуальні та статеві відмінності прояву актив­
ності карбоксиестераз у репродуктивно-здатних особин дрозофіли. Наведено попу­
ляційно-статистичні показники рівня експресії карбоксиестераз в онтогенезі лабо­
раторної лінії дрозофіли дикого типу.

Ключові слова: карбоксиестерази, онтогенез, дрозофіла.
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ONTOGENETIC PECULIARITIES OF THE CARBOXYLESTERASE 
EXPRESSION IN DROSOPHILA MELANOGASTER

Summary
Using the method of computer densitometry we carried out a comparative qualitative 

and quantitative analysis of the ontogenetically dependent expression of the drosophila 
carboxylesterases after their electrophoretic separation in polyacrylamide gel, and 
investigated an appearance of the activity with respect to the esters of the lower and 
higher carbonic acids. It was established that the maximum expression of the 
naphthylacetate activity coincides with imago phase of the drosophila cycle, whereas 
the peak of lipase activity is connected to the chrysalis ontogenetic phase. Genetically 
dependent individual and genital differences in carboxylesterase activity level for the 
reproductive capable drosophilae were shown. The population statistic indicators of the 
carboxylesterase expression level in ontogenesis of the laboratory line of the drosophila 
wild type are given.

Keywords: carboxylesterases, ontogenesis, drosophila.
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