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Дифференциальная активность генов в тканях двукрылых с полптеп- 
ными хромосомами находит выражение в виде образования пуфов, дскоп- 
депсированных участков хромосом, активно включающих меченпые пред­
шественники синтеза РНК. При этом с очевидностью показано наличие 
стадие-специфических пуфов. Наиболее заметные изменения в картине 
пуфинга происходят в период окукливания, знаменующего пачало мета­
морфоза (|_4). Однако динамика синтеза клеточных белков в онтогенезе 
изучена крайне недостаточно и представления о том, отражаются ли изме­
нения картины пуфинга в наборе клеточных белков весьма противоречи­
вы. Согласно одним авторам (5~6), наблюдается определенная корреляция 
подобного рода; согласно другим, она вовсе не наблюдается (7~8), в связи 
с этим высказываются предположения о том, что изменение картины пу­
финга не проявляется в смене набора клеточных белков (7).

В настоящей работе сделана попытка проанализировать изменение 
состава клеточных белков в двух тканях Drosophila melanogaster (дикий 
тип, линия Орегон-Р) в течение последнего личиночного возраста и при 
окукливании. Культуру D. melanogaster поддерживали в термостате прп 
25°. Синхронно развивающихся личинок отбирали в течение 1 часа во вре­
мя второй линьки — 72 часа (время от откладки яиц) и на стадии предку- 
колки по моменту эверсии дыхалец—120 час (0 час предкуколочной 
стадии). Слюнные железы, прилежащие к ним жировые тела препарирова­
ли из личинок одного возраста на разных стадиях развития в 15% раство­
ре Хэнкса. Тканевые экстракты готовили из различного количества личи­
нок (20—85) в зависимости от стадии развития. Материал собирали и го­
могенизировали в 70 мкл раствора, содержащего 8 М мочевину, 0,9 М 
уксусную кислоту, 10 % сахарозу. Центрифугировали при 22 000 g в тече­
ние 30 мин. Надосадочную жидкость отсасывали и использовали в качест­
ве опытных образцов. Электрофорез проводили в блоках 15% акриламид­
ного геля в присутствии 8 М мочевины, 0,9 М уксусной кислоты по методу 
Панима и Чокли (9), модифицированному нами для блоков геля толщиной 
1 мм и длиной 20 см. Перед нанесением образцов проводили, преэлектро­
форез в течение 24 час, электрофорез проводили при напряжении 600 в, 
силе тока 10 ма, без охлаждения, в течение 22 час. Блок геля окрашивали 
в 0,1% растворе Кумасси, обесцвечивали в 7% уксусной кислоте. Высуши­
вали последовательным обезвоживанием в 50% спирте 20 мин., ацетопе 
30—40 мин. Примененная методика позволяет обнаружить фракции, со­
держащие 10-7 г белка.

Результаты электрофоретического анализа белков слюнных желез и 
жировых тел, полученных из личинок на разных стадиях развития, пред­
ставлены на рис. 1, 2 и табл. 1. Следует отмстить, что максимальное коли­
чество белковых фракций (102—111) в слюнных железах обнаруживается 
на стадии предкуколки, вместо 68—89 фракций в слюнных железах личи-
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Таблица 1
Число белковых фракций слюнных желез и жировых тел личинок разных стадий 

развития

Время развития, 
часы

Слюнные железы Жировое тело
всего

появляю­
щихся

исчезаю­
щих

всего
появляю­
щихся

исчезаю­
щихоснов­

ных
минор­

ных
основ­

ных
минор­

ных

Личинка 3-го воз­
раста

80 53 15 45 26
95 69 13 14 — 62 13 5 1

"105 72 11 4 2 62 13 —
115 79 4 3 4 69 10 9 tr
119 85 4 9 3 69 10 - —

Предкуколка
4 96 11 22 4 68 14 3
8 95 16 И 7 67 19 5 1

12 82 20 2 11 - - -

нок 3 возраста. В жировом теле общее количество фракций изменяется ь 
ходе развития менее существенно: 71—79 фракций в 3-м личиночном 
возрасте и 82—86 фракций на стадии предкуколки. К началу окукливания 
(120 час., время образования пупариума) возрастает гетерогенность со­
става белков, достигающая максимума через 4—8 час. после начала окукли­
вания. Эти различия возникают в основном за счет появления слабоокра- 
шенных фракций, а 62 основные фракции слюнной железы и 68 фракций 
жирового тела прослеживаются на всех стадиях развития, изменяясь лишь 
по интенсивности окрашивания. Также можно выделить периоды развития 
с максимальным числом изменяющихся фракций: 95 час, стадия предку­
колки (4, 8, 12 час.) — для слюнных желез и 95, 115 час. и стадия пред- 
куколкп (4, 8 час.) — для жирового тела.

Обсуждая возможное значение отмеченных количественных и качест­
венных изменений в спектре белков, необходимо учитывать, что для слюн­
ных желез, в частности, характерны 3 момента перепрограммирования в 
исследованный период: начало синтеза мукопротеинового секрета, 96 час. 
(10), затем выброс его для прикрепления окукливающейся личинки к суб­
страту (“) и подготовка железы к лизису на предкуколочной стадии (12).

Из табл. 1 видно, что появление 14 новых фракций белков предшеству­
ет обнаружению первых гранул секрета в клетках дистального отдела же­
лезы. Закономерно было ожидать появление новых фракций на стадии 
105 час, поскольку к этому моменту железа приобретает ШИК-положи- 
тельную реакцию и заполнена гранулами секрета (10). Однако из 3 фрак­
ций, возникающих на стадии 105 час., лишь самая первая наименее под­
вижная фракция может быть отнесена к белкам секрета. Она обнаружива­
ет ШИК-положительную реакцию, сохраняется только в период синтеза 
секрета, исчезает после вывода секрета из железы — стадия предкуколки 
4 часа (рис. 2а). По-видимому, белки секрета обладают высоким молеку­
лярным весом и остаются на старте, стартовая зона также дает ШИК-по- 
ложительную реакцию. Вероятно, для фракционирования белков секрета 
необходимы другие условия проведения электрофореза. В период образова­
ния секрета не отмечается существенных изменений в картине пуфин- 
га (4).

Выброс секрета из слюнных желез и процесс лизиса стимулируется 
экдизоном (“), на фоне возникновения крупных экдизонстимулирующих 
пуфов в конце 3-го личиночного возраста, 115—120 час. (4), в слюнных 
железах происходит постепенное нарастание количества появившихся
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Рис. 2. Схематическое изображение белкового спектра после электрофореза слюн­
ных желез (а) и жирового тела (б). Сплошными линиями обозначены основные; 
штриховыми — минорные фракции. 1 — фракции, появляющиеся на данной стадии 
развития, 2 — исчезающие на последующей стадии, 3 — стадий-специфические фрак­

ции. Цифры - то же, что на рис. 1

I' р р

белков, достигающее максимального значения на стадии предкуколки 
4 часа (рис. 2а, табл. 1). Резкая смена картины белков в жировом теле 
происходит на стадии развития 115 час., после увеличения концентрации 
экдизона в гемолимфе в 110 час., причем 5 из появившихся белков по 
интенсиности окрашивания принадлежат к очень крупным фракциям 
(рис. 26). Наиболее резкие изменения в спектре белков слюнных желез 
характерны для предкуколочной стадии (табл. 1, рис. 2а). На стадии пред­
куколки 8 час. отмечено появление 7 стадий-специфических белков. Коли­
чество ну ов, уменьшающееся после образования пупария, достигает по-
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бого пика к 8 час. предкуколки и падает по мере приближения к окукли­
ванию (2). Возможно, вновь появившиеся белковые фракции связаны с 
процессами лизиса обеих тканей, с другой стороны, синтезируемые белки 
могут использоваться имагипальными тканями во время гистогенеза (2).

На основании полученных данных можно думать, что вариация белко­
вого состава слюнных желез в ходе развития определенным образом связа­
на с изменением картины пуффинга. Обращает па себя внимание еще тот 
факт, что доля пуфов с постоянной активностью (162 из 340) в слюнных 
железах в течение 3-го личиночного возраста (’) примерно соответствует 
количеству фракций (62 из 122), прослеживающихся на всех стадиях раз­
вития.
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1’ис. 1. Электрофореграмма белков слюнных желез (а) и
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жирового тела (б) после электрофореза в 15%
акриламидном геле, в присутствии 8 М мочевины, 0,9 М уксусной кислоты. Цифрами над каждым образцом
обозначено время развития (в часах) от откладки яиц, пк — предкуколочная стадия 4, 8, 12 час.


