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Метотрексат используется активно в медицинской практике, в частности при химиотерапии. 
Являясь ингибитором дигидрофолатредуктазы, влечет за собой 1 и 2-цепочечные разры-
вы ДНК, неправильное метилирование. Использовались 3 линии дикого типа Drosophila 

melanogaster. В качестве фактора химического стресса использовался метотрексат (400 μг/кг среды). 
Длительная селекция привела к изменению локализации и площади очагов апоптоза в крыловом 
имагинальном диске в присутствие метотрексата. Вероятно, различия в чувствительности линий свя-
заны с различной активностью компартментов в крыловом имагинальном диске, а также различным 
количеством копий hobo-элемента. 
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Введение. В ряде работ описывается геноток-
сический эффект, вызванный различными хими-
ческими препаратами на различных модельных 
объектах, в том числе и на дрозофиле [1]. Наиболь-
ший практический интерес среди препаратов хи-
мического стресса представляют цитостатические 
препараты, активно используемые в медицинской 
практике. В данном исследовании использовался 
метотрексат (Methotrexate) - ингибитор дигидро-
фолатредуктазы, что негативно сказывается  так-
же и на фолатном цикле, в том числе и у челове-
ка. Нарушение метаболизма фолатов влияет на 
стабильность ДНК за счет подавления синтеза ти-
мидилатов и, как следствие, происходят 1 и 2-це-
почечные разрывы цепи либо недостаточное ме-
тилирования ДНК, с последующей неправильной 
генной экспрессией [2]. Недостаточное метилиро-
вание определенных регионов генов – супрессоров 
опухолей может вызвать трансформацию клеток, 
что является основой для канцерогенеза. Эффект 
метотрексата проявляется в более активном апоп-
тозе в крыловом имагинальном мезоторакальном 
диске, что впоследствие выражается в изменении 
параметров крыла у имаго [3]. Таким образом, ис-
пользуемый нами морфометрический анализ кры-
ла по 24 показателям позволяет оценить измене-
ния в крыле, вызванные воздействием факторов 
стресса различной природы. 

Исходя из всего вышесказанного, целью данных 
исследований являлось проанализировать терато-
генный эффект и нестабильность генома у линий 
дикого типа Drosophila melanogaster в условиях хи-
мического стресса, вызванного метотрексатом, ис-
пользуя ряд следующих показателей:

1. Оценка жизнеспособности: средняя индивиду-
альная плодовитость(СИП), частота эмбриональ-
ной гибели особей на ранних и поздних этапах раз-
вития.

2. Оценка частоты хемоморфозов типа «вырез-
ка» на крыле.

3. Морфометрический анализ крыла по 24 пока-
зателям: линейные и двумерные параметры кры-
ловой пластинки.

4. Определение копийности hobo-элемента и 
hobo-подобных элементов в линиях дикого типа 
с использованием полимеразно-цепной реакции 
(ПЦР). 

Материалы и методы исследования. В ра-
боте были использованы 3 линии дикого типа 
Drosophila melanogaster, отловленные в природе и 
впоследствие культивируемые в лабораторных ус-
ловиях: Биос-3 (Двуреченск, 2007), Белгород (Бел-
город, 2006), Host (Екатеринбург, 2005). Все три 
линии помещались на среду Альдерстона, содер-
жащую метотрексат (400 μг/кг среды), где в тече-
ние всего периода развития получали препарат 
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трофическим путем. После содержания на среде 
с метотрексатом следующее поколение  культи-
вировалось на чистой среде. Таким образом, че-
редовалось культивирование на чистой среде и на 
среде с цитостатиком. Подобное культивирование 
позволяло пронаблюдать процессы онтогенетиче-
ской и генотипической адаптации. После вылета 
имаго, содержащихся весь цикл развития на сре-
де с метотрексатом, разнополые особи попарно 
культивировались в пробирках. Ежедневно в те-
чение 10-14 подводился подсчет СИП, а также ча-
стота эмбриональной гибели потомства на ранних 
и поздних этапах развития. Затем крылья 25 осо-
бей фотографировались камерой Nikon Coolpix 
4500 для морфометрического анализа крыла по 18 
линейным параметрам, а также по 6 двумерным 
(рис.1). Анализ выполнялся при помощи програм-
мы Universal Desctop Ruler, а полученные промеры 
обрабатывались при помощи программы Statistics 
6.0 с использованием дискриминантного анализа с  
критическим уровнем значимости p≤ 0,05. Резуль-
таты, полученные при подсчете СИП и частоты 
ранней и поздней эмбриональной гибели особей, 
обрабатывались в программе Statistics 6.0 крите-
рием Стьюдента(р≤0,05). На основе полученных 
результатов дискриминантного анализа морфо-
метрических данных, подтверждающих косвенно 
нестабильность генома, определялась копийность 
hobo и hobo-подобных элементов прямыми мето-
дами. Копийность hobo элементов в 9 генотипах 

дрозофилы оценивали методом ПЦР в реальном 
времени с праймерами к последовательности hobo 
элемента и гена scalloped. Объем реакционной сме-
си для ПЦР составлял 20μл. В ее состав входили  
матричная ДНК, 1.5 U полимеразы, буфер (кон-
центрация Mg++ в 1х буфере составляет 2,5мМ) и 
5мкM каждого dNTP, 10пкМ праймеров, 5пкМ зон-
да. Условия проведения ПЦР: 5 мин 93oC, 50 циклов 
– 15 сек 93oC, 60 сек 55oC, 60 сек 72oC, далее 15 сек 
25oC с использованием прибора CFX96 (Biorad).

Результаты и обсуждение. Сравнительный ана-
лиз жизнеспособности по ряду показателей вы-
явил, что СИП у особей линии Биос-3, выращен-
ных на среде с метотрексатом ниже, в 2 раза, чем 
в  контрольной группе, а именно: в контрольной 
группе данный показатель 25,74±1,99, при воздей-
ствии метотрексатом - 12,44±1,39. Как и в случае с 
СИП, более высокие значения частоты гибели по-
томства (F1) отмечаются у особей линии Биос-3. В 
контрольной группе - 2,15±0,72,  а в группе, находя-
щейся под воздействием метотрексата - 2,52±0,73. 
Частота гибели потомства на стадии позднего 
эмбрионального развития в контрольной груп-
пе - 1,44±0,60, а при воздействии метотрексата - 
0,92±0,25. Наибольшая частота повреждений типа 
«вырезка» на крыле наблюдается в течение все-
го отбора в линии Host F54, она достигает 80,7%. 
Морфометрический анализ использовался для 
обнаружения различий в линейных параметрах и 
площадях ячей крыльев особей после воздействия 

Таблица
Количество копий hobo и hobo-подобных элементов у исследованных генотипов линий дикого типа 

Drosophila melanogaster (Host, Белгород, Биос-3)

генотип количество генотип количество генотип количество

Host  
контроль

165140  
±2,49

Белгород 
контроль

2431362  
±1,42

Биос-3  
контроль

554182  
±3,68

Host Р 2568  
±3,43

Белгород  
Р

94629  
±1,38 Биос-3  Р 441892  

±1,38

Host F60

536543  
±1,67

Белгород  
F72

6039  
±3,73 Биос-3 F75

9200835  
±2,25

Рис.1. Схема линейных (справа) и двумерных промеров 
(площади ячей крыла(слева)) морфометрического 
анализа крыловой пластинки Drosophila melanogaster.
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метотрексатом дозой 400 μг/кг (для линий Биос-3 и 
Host LD50, для линии Белгород LD70), а также мето-
трексатом на протяжении нескольких десятков по-
колений. У линии Белгород изменению не подвер-
гаются такие значительные по размеру ячеи крыла 
как 25 и 26, составляющие практически 50% кры-
ловой пластинки. Таким образом, с учетом разли-
чий таких линейных параметров как АМ, КВ и FC 
можно предположить, что изменению подлежат 
лишь параметры верхней части крыловой пласти-
ны. 

Таким образом, на основании результатов, полу-
ченных в ходе дискриминантного анализа морфо-
метрических показателей крыла можно говорить 
о том, что линия дикого типа Белгород отличает-
ся от линий дикого типа Биос-3 и Host в отноше-
нии уровня онтогенетической и генотипической 
адаптации при воздействии факторов химическо-
го стресса. Копийность hobo и hobo-подобных эле-
ментов после первичного воздействия метотрекса-
том у всех трех линий дикого типа  прослеживается 
некоторое уменьшение данного показателя, но 
впоследствии в ходе длительной направленной се-
лекции линейные различия становятся более вы-
раженными (табл.). 

При влиянии внешних стрессовых факторов 
в первую очередь воздействию фактора стрес-
са подвергаются именно генеративные клетки, 
вплоть до полной стерилизации особи [4]. По-
лучен ряд данных свидетельствующих в пользу 
предположения о том, что соматические клетки 
также подвергнуты влиянию стресса, как и ге-
неративные клетки [5]. Тератогенный эффект, 
наблюдаемый в данном исследовании, может по-
влечь изменение геномной стабильности [6]. Из-
вестно, также, что именно hobo-элемент наибо-
лее распространен и активен в линиях дикого 
типа, отловленных в природе, что демонстрирует-
ся в ряде работ на линии Умань, наличие и актив-
ность hobo и P элементов в которой определяется 
с использованием как пцр, так и флюоресцентной 
гибридизации in situ [7]. Также в ряде других ра-
бот проведенных как на особях дикого типа, так 
и на мутантных лабораторных линиях показа-
но активная роль транспозонов в формировании 
адаптации [8]. Линии Биос-3 и Host устойчивы к 
химическому воздействию, а линия Белгород де-
монстрирует противоположные свойства. Дан-
ные различия нивелирует длительный отбор, в 
ходе которого Биос-3 вновь становится чувстви-

Рис.2. Графическое отображение дискриминантного анализа линейных(слева) и двумерных параметров(справа) крыла 
линии Биос-3, изменяющихся при длительной направленной селекции на метотрексате относительно контрольной группы 
и родительского поколения(Р), выращенном на метотрексате.

Рис.3. Графическое отображение дискриминантного анализа линейных(слева) и двумерных параметров(справа) крыла 
линии Host, изменяющихся при длительной направленной селекции на метотрексате относительно контрольной группы и 
родительского поколения (Р), выращенном на метотрексате.
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тельной к метотрексату относительно остальных 
линий, а Белгород устойчивой. Данное предпо-
ложение высказывается, основываясь на показа-
теле частоты встречаемости повреждений типа 
«вырезка» на крыле, а также на дискриминант-
ном анализе крыловых параметров. Результаты, 
полученные в ходе эксперимента, позволяют сде-
лать, хотя и косвенный, вывод об активизации мо-
бильных генетических элементов. Исключением 
может послужить лишь линия дикого типа Бел-
город, в ходе отбора у которой незначительно ви-
доизменяется по соотношению параметров кры-
ловая пластина, что, вероятно, свидетельствует 
о малой активизации мобильных генетических 
элементов, либо даже их дезактивизации. Моле-
кулярно-генетический анализ копийности hobo- 
элемента подтвердил уменьшение количества 
hobo и hobo-подобных элементов в линии Бел-
город, что можно объяснить возможностью экс-

цизии транспозонов [9]. Последующая селекция 
привела к тому, что особи данной линии откла-
дывали единичные яйца, не развивающиеся либо 
неоплодотворенные, что в последствие привело к 
гибели линии, достигшей 74 поколения отбора. 

Заключение. Немаловажным является исходное 
количество копий hobo и hobo-подобных элемен-
тов, а также направление отбора. Направленный 
отбор в условиях стресса может привести к силь-
ной активации транспозонов, и соответственно к 
более высокой изменчивости особей внутри линии 
за счет большей геномной нестабильности. Дезак-
тивация же транспозонов благодаря механизмам 
эксцизии, либо за счет других механизмов приво-
дит в свою очередь к очень низкой изменчивости, 
которая в условиях стресса может приводить к ги-
бели особей. 
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