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Резюме. Активность ферментов детоксикации имеет
критическое значение для формирования метаболичес-
кой резистентности к инсектицидам и адаптации насеко-
мых к инсектицидному воздействию на разных стадиях
развития. Цель работы состояла в изучении онтогенети-
ческого профиля активности кислой и щелочной фосфа-
таз и ацетилхолинэстеразы у комнатной мухи Musca
domestica L. Также активность этих ферментов была оце-
нена у взрослых самок и самцов M. domestica. Биохими-
ческие исследования показали, что активность щелочной
фосфатазы и ацетилхолинэстеразы значительно изменя-
лась в процессе развития M. domestica от стадии яйца до
взрослого насекомого, а у взрослых насекомых зависела
от пола. Наиболее интенсивные изменения активности этих
ферментов происходили на предимагинальных стадиях
развития. Активность щелочной фосфатазы была мини-
мальной на стадии яйца (1,72±0,24 ммоль/мин/мг белка) и
максимальной на стадии личинки (20,83±1,61 ммоль/мин/
мг белка). Активность ацетилхолинэстеразы также была
наименьшей в яйце (0,75±0,02 мкмоль/мин/мг белка), а
максимального значения достигала на стадии поздней ку-
колки (12,92±1,00 мкмоль/мин/мг белка). У самцов в воз-
расте 5 и 10 дней активность ацетилхолинэстеразы была
больше, чем у самок в 1,4 и 2 раза соответственно, а
активности щелочной фосфатазы меньше, чем у самок в 2
раза. Важным следствием обнаруженных отличий в ак-
тивности щелочной фосфатазы и ацетилхолинэстеразы
могут быть отличия в чувствительности к инсектицидам
у особей на разных стадиях развития, а также у самцов и
самок M. domestica.

Abstract. Activities of detoxification enzymes are criti-
cal for the development of the metabolic resistance to insecti-
cides in insects and the adaptation to insecticides at different
stages of the insect development. The present study was
aimed to assess the ontogenetic profile of activities of acidic
and alkaline phosphatases and acetylcholinesterase in the
housefly Musca domestica L. The enzyme activities were

also evaluated in adult females and males of M. domestica.
Biochemical studies showed that the activities of alkaline
phosphatase and acetylcholinesterase significantly changed
during the development of M. domestica from the egg stage to
the adult insect, and these activities differed for male and
female in adult insects. The most intense changes in the
activity of these enzymes occurred at the pre-imaginal devel-
opmental stages. The alkaline phosphatase activity was min-
imal at the egg stage (1.72 ± 0.24 mmol/min/mg of protein)
and maximum at the larval stage (20.83 ± 1.61 mmol/min/mg
of protein). The acetylcholinesterase activity had also the
lowest value in the eggs (0.75 ± 0.02 µmol/min/mg of pro-
tein), and reached a maximal value at the late pupa (12.92 ±
1.00 µmol/min/mg of protein). The acetylcholinesterase ac-
tivities in 5 and 10 day-old males were 1.4 and 2 times higher
than that of females, respectively. The alkaline phosphatase
activities in 5 and 10 day-old males were 2 times lower than
that of females. An important consequence of the observed
differences of the alkaline phosphatase and acetylcholinest-
erase activities may be the different susceptibility to insecti-
cides in individuals at different development stages, as well
as in males and females of M. domestica.

Введение
Комнатная муха Musca domestica Linnaeus, 1758

(Diptera: Muscidae) — синантропное насекомое, рас-
пространённое во всем мире. Как переносчик воз-
будителей заболеваний человека и животных,
M. domestica имеет медицинское и ветеринарное зна-
чение [Förster et al., 2007; Scott et al., 2014; Narladkar,
2018]. Исследователи отмечают способность
M. domestica быстро формировать резистентность к
инсектицидам, применяемым для контроля числен-
ности [Abbas et al., 2014; Khan et al., 2015;
Sokolyanskaya et al., 2016]. Ферменты детоксикации
обеспечивают защиту насекомых от воздействия ксе-
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нобиотиков и лежат в основе метаболической резис-
тентности к инсектицидам. Система детоксикации
включает три основные группы ферментов — эсте-
разы, монооксигеназы и глутатион-S-трансферазы
[Li et al., 2007]. Эстеразы — это подкласс гидролаз,
действующих на эфирные связи (EC 3.1). В геноме
комнатной мухи M. domestica были идентифициро-
ваны 92 гена, соответствующих ферментам с эсте-
разной активностью, в том числе 39 гидролизующих
карбоксильные эфиры (EC 3.1.1) и три фермента,
гидролизующих фосфорные моноэфиры (EC 3.1.3)
[Scott et al., 2014].

Щелочная (ЩФ, EC 3.1.3.1) и кислая фосфатазы
(КФ, EC 3.1.3.2) осуществляют дефосфорилирование
субстрата путём гидролиза сложноэфирной связи
фосфорной кислоты при рН > 8 и рН < 6 соответ-
ственно. Фосфатазы обладают широкой специфич-
ностью, в качестве их субстратов могут выступать
белки, фосфорилированные липиды, сахара, нукле-
отиды. Щелочная фосфатаза обнаружена в голов-
ном мозге, мальпигиевых сосудах, слюнных железах,
слюне, яде насекомых Bombyx mori (Linnaeus, 1758),
Drosophila melanogaster (Meigen, 1830), Ceratitis
capitata (Wiedemann, 1824), Culex tarsalis (Coquillett,
1896), Schistocerca Americana (Drury, 1773), Bemisia
tabaci (Gennadius, 1889), Pteromalus puparum
(Linnaeus, 1758) и др. [Zhu et al., 2010]. Высокая актив-
ность ЩФ характерна для тканей с активным мемб-
ранным транспортом, например, для кишечного эпи-
телия, и по активности фермента можно судить о
поглощении, переваривании и переносе питатель-
ных веществ в кишечнике [Begum, Pandey, 2017]. У
насекомых биологическая роль КФ не полностью
ясна, её активность обнаружена в органах и тканях с
высоким уровнем метаболизма, например, в слюн-
ных железах у четырёх видов триатомовых клопов
Triatoma infestans (Klug, 1834), Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835), Rhodnius neglectus (Lent, 1954),
R. prolixus (Stal, 1859) [Anhe et al., 2007]. Показано
участие КФ насекомых в таких биологических про-
цессах как эмбриогенез, созревание жёлтого тела и
дефосфорилирование и деградация вителлина, мета-
морфоз в личиночных тканях, модулирование фос-
форилирования белков гемолимфы, мобилизация
сохранявшихся в течение метаморфоза резервов для
энергетической продукции [Liu et al., 2017]. В целом,
согласно литературным источникам, биологические
функции щелочной и кислой фосфатаз в организме
насекомых в основном связаны с питанием и их раз-
витием. Вместе с тем накапливаются данные об из-
менении активности фосфатаз у резистентных к ин-
сектицидам линий насекомых [Srinivas et al., 2006;
Wang et al., 2011; Farooq, Freed, 2018].

Ацетилхолинэстераза (АХЭ, EC 3.1.1.7) является
регулятором передачи нервного импульса путём
гидролиза нейротрансмиттера ацетилхолина в не-
рвных и нервно-мышечных холинергических синап-
сах [Kim, Lee, 2018]. Одна из неклассических функций
АХЭ беспозвоночных животных заключается в де-
токсикации ксенобиотиков [Kang et al., 2011]. Мно-

гие исследователи сообщают об увеличении актив-
ности неспецифических эстераз и АХЭ у насекомых
резистентных к инсектицидам [Alizadeh et al., 2011;
Sokolyanskaya, 2014; Sokolyanskaya et al., 2016;
Farooq, Freed, 2018; Li et al., 2018].

Активность ферментов насекомых не остаётся
одинаковой на протяжении их жизненного цикла
[Agatsuma et al., 1977; Slyamova et al., 2008; Sanil et al.,
2014; Adesanya et al., 2018]. Знание о том, как меня-
ется активность ферментов детоксикации у насеко-
мых в онтогенезе, важно, поскольку они определяют
способность насекомых развивать метаболическую
резистентность и адаптироваться к инсектицидной
нагрузке на разных стадиях развития. Литературные
сведения по активности АХЭ, ЩФ и КФ у M. domestica
на разных стадиях развития и у взрослых насекомых
разного возраста и пола фрагментарны. Цель пред-
ставленного исследования заключалась в изучении
активности АХЭ, ЩФ и КФ у комнатной мухи на
стадии яйца, личинки, куколки и взрослого насеко-
мого. Также была проанализирована активность дан-
ных ферментов у взрослых насекомых в зависимос-
ти от пола.

Материалы и методы
Исследования выполнены на лабораторной куль-

туре комнатной мухи Musca domestica. Насекомых
содержали в инсектарии при температуре 26–28 °C и
относительной влажности 50–60 %. Для содержания
имаго были использованы садки размером
25 х 25 х 25 см, в которые были помещены поилки с
водой и корм (глюкоза и сухое молоко в соотноше-
нии 1:1). Среда для получения яйцекладок и культи-
вирования личинок содержала пшеничные отруби
(200 г), воду (400 мл) и сухие дрожжи (10 г). Для
исследования были использованы яйца (6 пулов по
30 яиц), личинки II–III возраста, куколки и окрылён-
ные насекомые в возрасте 1, 5 и 10 суток (по 6–
20 особей). Все измерения выполнены в трёх анали-
тических повторностях. Из каждой особи или из пула
яиц готовили гомогенаты в 0,1М фосфатном буфере
рН = 7,6, содержащем 1 мM EDTA, 1 мM PTU, 1 мM
PMSF. Затем гомогенаты центрифугировали при
10,000g в течение 10 мин, активность ферментов и
содержание белка определяли в супернатантах сразу
после центрифугирования. Содержание белка в го-
могенатах определяли по методу Лоури [Lowry et al.,
1951], используя бычий сывороточный альбумин в
качестве стандарта.

Определение активности ферментов было выпол-
нено в 96-луночных микропланшетах (MiniMed, Рос-
сия) на микропланшетном фотометре Multiskan FC
(Thermo Fisher Scientific Inc., Финляндия). Активность
щелочной и кислой фосфатаз была измерена по ско-
рости гидролиза р-нитрофенилфосфата (p-NPP) как
описано в работе Farooq и Freed [Farooq, Freed, 2018]
с небольшими изменениями. Инкубационная среда
содержала 10 мкл гомогената и 200 мкл 10 мМ p-NPP
в 0,1М Tris-HCl буфере pH = 8,8 для ЩФ и в 0,1 M
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цитратно-фосфатном буфере pH 5,0 для КФ. Для учёта
неферментативного гидролиза к субстратно-буфер-
ной смеси вместо гомогената добавляли 10 мкл со-
ответствующего буфера. Оптическую плотность из-
меряли при 405 нм в режиме кинетика в течение
2 часов при температуре 30°C. Для построения ка-
либровочной кривой использовали серию разведе-
ний 0,05 мМ р-нитрофенола (p-NP). Активность ЩФ
и КФ выражали в ммоль p-NP/мин/мг белка.

Активность ацетилхолинэстеразы определяли по
методу Эллмана [Glavan et al., 2018], с небольшими
изменениями. Инкубационная среда содержала
50 мкл гомогената, 50 мкл 50 мМ фосфатного буфе-
ра рН = 7,0 и 100 мкл реагента Эллмана (50 мкл 2 мМ
ацетилтиохолин йодида и 50 мкл 0,23 мМ DTNB сме-
шивали непосредственно перед измерением). Для
учёта неферментативного гидролиза ацетилтиохоли-
на в инкубационную среду вместо гомогената добав-
ляли 50 мкл фосфатного буфера рН = 7,0. Оптическую
плотность измеряли при 405 нм в режиме кинетика в
течение 30 мин при температуре 30°C. Активность
АХЭ выражали в мкмоль гидролизованного ацетил-
тиохолин йодида/мин/мг белка, используя коэффи-
циент молярной экстинкции 13,600 M-1 cm-1 [Glavan et
al., 2018].

В работе были использованы химические веще-
ства и реагенты отечественного и импортного про-
изводства марок «х.ч.» и «ос.ч.» Статистическая об-
работка результатов определения активности
ферментов включала вычисление среднего значе-
ния и ошибки среднего значения. Для установления
статистической значимости различий в активности
ферментов между жизненными стадиями использо-
вали непараметрические критерии Крускала-Уолли-
са (Н) и Данна (Q), рекомендованные для использо-
вания при множественных сравнениях неравных
выборок малого объёма [Glantz, 1999]. Статистичес-
кую значимость различий активности ферментов в
зависимости от пола взрослых особей одного и того
же возраста проверяли с помощью непараметри-
ческого Т-критерия Манна-Уитни [Glantz, 1999].

Результаты и обсуждение
В более ранних работах для комнатной мухи на

разных стадиях жизненного цикла были описаны из-
менения протеазной и фосфатазной активности в
ходе эмбриогенеза [Ribolla et al., 1993], активности
лизосомальных ферментов (β-глюкоронидазы и ри-
бонуклеазы) у взрослых насекомых при старении
[Sohal, 1981], активности ферментов антиоксидант-
ной системы (каталазы, глутатионредуктазы, тиолт-
рансферазы, глутатион-S-трансферазы, γ-глутамил-
цистеин синтетазы, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы)
на протяжении жизненного цикла от яйца до имаго
[Allen et al., 1991], лактатдегидрогеназной активности
в ходе развития от стадии личинки до имаго 3-суточ-
ного возраста [Agatsuma et al., 1977]. В ходе изучения
альдегидоксидазной активности у комнатной мухи

на разных стадиях развития наиболее высокая актив-
ность данного фермента была обнаружена в гомоге-
натах поздних куколок и молодых имаго мух [Boyd,
Beck, 1982]. Активность данного фермента снижа-
лась от стадии личинки III возраста к стадии куколки,
затем отмечено резкое увеличение активности у
имаго в возрасте 1–2 дней и вновь снижение у 3–5 и
10 дневных имаго [Boyd, Beck, 1982]. Для хитиназы
комнатной мухи, являющейся, как и исследованные
нами ферменты гидролазой, наиболее значительные
изменения и пик активности обнаружены на стадии
куколки [Singh, Vardanis, 1984].

Щелочная и кислая фосфатазы у комнатной мухи
по сравнению с другими метаболическими фермен-
тами исследованы в меньшей степени. Ранее отдель-
ные работы были посвящены изучению активности
кислой фосфатазы на протяжении эмбриогенеза ком-
натной мухи [Ribolla et al., 1993], а кислой и щелочной
фосфатаз — на стадии личинки, куколки и взрослого
насекомого в связи с изучением влияния экстрактов
растений на развитие M. domestica [Begum, Pandey,
2017]. В доступной литературе практически отсутству-
ют сведения об активности щелочной и кислой фос-
фатаз у имаго M. domestica в зависимости от пола.

Согласно полученным нами результатам, актив-
ность кислой фосфатазы на разных стадиях развития
M. domestica статистически значимо не отлича-
лась — (рис. 1). Активность фермента у имаго в воз-
расте 5 и 10 суток не отличалась по полу и не меня-
лась с возрастом. В более ранней работе Сохал [Sohal,
1981] сообщалось об отсутствии возрастных измене-
ний в активности β-глицерофосфатазы у имаго
M. domestica, в то время как активность двух других
лизосомальных ферментов (β-глюкоронидазы и ри-
бонуклеазы) с возрастом снижалась.

По сравнению с КФ, активность щелочной фос-
фатазы в данном исследовании варьировала в онто-
генезе заметнее, пик активности отмечен на стадии
личинки. Так, активность ЩФ на стадии яйца была
минимальной (1,72±0,24 ммоль/мин/мг белка), а на
стадии личинки (20,83±1,61 ммоль/мин/мг белка) зна-
чительно превосходила активность фермента, обна-
руженную на других стадиях развития (рис.1). Схо-
жий онтогенетический профиль был описан в работе
Агатсума с соавторами [Agatsuma et al., 1977] для
лактатдегидрогеназы M. domestica. В нашем иссле-
довании на стадиях личинки, поздней куколки, и има-
го в возрасте 1 и 5 суток активность ЩФ была стати-
стически значимо более высокая по сравнению со
стадией яйца (рис.1). Активность фермента на по-
здней стадии куколки была выше в 2,9 раза, чем актив-
ность у только что окуклившихся особей. В работе
Бегум и Пандей отмечено, что у M. domestica актив-
ность ЩФ и КФ на стадии куколки ниже по сравнению
с физиологически активными личиночной и имаги-
нальной стадиями [Begum, Pandey, 2017]. Получен-
ные нами результаты позволяют предположить, что
это замечание можно отнести скорее к стадии ранней
куколки, чем к стадии поздней куколки.
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Что касается половых отличий активности фос-
фатаз у взрослых насекомых, то в наших исследова-
ниях активность КФ не зависела от пола, а активность
ЩФ у самок была выше, чем у самцов. Отличия по
полу в активности фосфатаз могут быть обусловле-
ны их участием в репродуктивных процессах.

Относительно АХЭ, в нашем исследовании обна-
ружена зависимость активности фермента от стадии
развития и от пола взрослых насекомых. Активность
АХЭ была наименьшей на стадии яйца и возрастала

по мере развития M. domestica от стадии яйца до
куколки. Активность АХЭ у поздних куколок и има-
го была в 14–17 раз выше по сравнению с активнос-
тью на стадии яйца (рис. 2). У самок в возрасте 5 и
10 суток активность фермента была соответственно
в 1,4 и в 1,99 раз ниже по сравнению с самцами того
же возраста (рис. 3).

Ацетилхолинэстераза насекомых и в частности
комнатной мухи интересует исследователей как ми-
шень для инсектицидов и в связи с участием этого

Ðèñ. 2. Àêòèâíîñòü àöåòèëõîëèíýñòåðàçû ó êîìíàòíîé ìóõè Musca domestica L. íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ: I — ÿéöî,
II — ëè÷èíêà, III — ðàííÿÿ êóêîëêà (1–2 ñóòîê), IV — ïîçäíÿÿ êóêîëêà (> 4 ñóòîê), V — èìàãî â âîçðàñòå 1 ñóòîê, VI —
èìàãî â âîçðàñòå 5 ñóòîê, VII — èìàãî â âîçðàñòå 10 ñóòîê; n — îáúåì âûáîðêè; * — îòëè÷èÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìû
(ðd  0,05) ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàäèåé ÿéöà ñîãëàñíî êðèòåðèþ Äàííà.

Fig. 2. Acetylcholinesterase activities in different life stages of the house fly Musca domestica L.: I — eggs, II — larvae, III — early
pupa (122 days), IV — late pupa (>4 days), V — 1-day-old adults, VI — 5-days-old adults, VII — 10-days-old adults; n — number
of flies; * — statistical significant difference compared to the egg stage according to Dunn Q-test (ðd  0.05).

Ðèñ. 1. Àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé è êèñëîé ôîñôàòàç ó êîìíàòíîé ìóõè Musca domestica L. íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ: I —
ÿéöî, II — ëè÷èíêà, III — ðàííÿÿ êóêîëêà (1–2 ñóòîê), IV — ïîçäíÿÿ êóêîëêà (> 4 ñóòîê), V — èìàãî â âîçðàñòå 1 ñóòîê,
VI — èìàãî â âîçðàñòå 5 ñóòîê, VII — èìàãî â âîçðàñòå 10 ñóòîê; n — îáú¸ì âûáîðêè; * — îòëè÷èÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìû
(ðd 0,05) ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàäèåé ÿéöà ñîãëàñíî êðèòåðèþ Äàííà.

Fig. 1. Alkaline and acid phosphatase activities in different life stages of the house fly Musca domestica L.: I — eggs, II — larvae,
III — early pupa (1–2 days), IV — late pupa (> 4 days), V — 1-day-old adults, VI — 5-days-old adults, VII — 10-days-old adults;
n — number of flies; * – statistical significant difference compared to the egg stage according to Dunn Q-test (ðd 0.05).
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фермента в детоксикации инсектицидов и в форми-
ровании резистентности к ним. АХЭ M. domestica
достаточно хорошо изучена у взрослых насекомых в
связи с исследованием механизмов резистентности
[Kristensen et al., 2006; Farooq, Freed, 2018; Li et al.,
2018], есть также единичные исследования этого фер-
мента у личинок [Sokolyanskaya, 2014].

Полученный нами онтогенетический профиль
АХЭ активности у M. domestica сопоставим с эсте-
разным профилем других видов насекомых. Напри-
мер, статистически значимые отличия в активности
и кинетических характеристиках карбоксилэстеразы
были обнаружены у хрущика японского (Popillia
japonica Newman, 1841) на разных стадиях жизнен-
ного цикла [Adesanya et al., 2018]. Личинки второго
возраста этих насекомых имели наивысшую актив-
ность карбоксилэстеразы, тогда как на предыдущих
стадиях (яйцо и личинки первого возраста) актив-
ность фермента не определялась. Также высокая ак-
тивность карбоксилэстеразы была определена в ки-
шечнике взрослых P. japonica, при этом активность
фермента не зависела от пола [Adesanya et al., 2018].
Слямова с соавторами [Slyamova et al., 2008] обнару-
жили, что у двупятнистого сверчка Gryllus
bimaculatus (De Geer, 1773) на стадии личинки 4, 5,
6 возрастов активность неспецифических эстераз
была выше по сравнению с насекомыми 3 возраста,
а активность ферментов в кишечнике имаго выше,
чем в кишечнике личинок. В работе Холл [Hall, 1969]
по изучению возрастных изменений гексозоизоме-
разной, эстеразной, глюкозо-6-фосфат дегидрогеназ-
ной и фосфатазной активностей у D. melanogaster
было показано, что эстеразная активность с возрас-
том увеличивалась, при этом у самцов обнаружено
более значительное увеличение активности с возра-
стом (в 2,6 раза по сравнению с молодыми самца-
ми), чем у самок (в 1,5 раза по сравнению с молоды-
ми самками). В ряде работ представлены данные о
том, что у самок D. melanogaster активность АХЭ
ниже, чем у самцов [Khatuna et al., 2018; Hu et al.,
2019].

Изменения активности ферментов в процессе
развития насекомого могут быть связаны как с изме-
нением их содержания (то есть с изменением интен-
сивности их синтеза), так и с изменением кинетичес-
ких параметров и специфической активности
изоформ ферментов. Ранее Бейкер [Baker, 1975] свя-
зал обнаруженные им изменения активности арги-
нин фосфокиназы комнатной мухи на разных стади-
ях развития и у взрослых насекомых разного возраста
с изменением синтеза фермента. Слямова с соавто-
рами [Slyamova et al., 2008] объясняли увеличение
активности неспецифических эстераз в процессе раз-
вития G. bimaculatus с общим увеличением актив-
ности метаболизма, в частности с повышением об-
мена липидов. Увеличение активности
метаболических ферментов у личинок насекомых
(второго возраста) по сравнению со стадией яйца
продемонстрировано также в исследованиях Адеса-
нья с соавторами [Adesanya et al., 2018].

Ðèñ. 3. Àêòèâíîñòü ùåëî÷íîé (à) è êèñëîé (b) ôîñôàòàç
è àöåòèëõîëèíýñòåðàçû (c) ó èìàãî Musca domestica L. â
çàâèñèìîñòè îò ïîëà: n — îáúåì âûáîðêè; * — ñòàòèñòè÷åñêè
çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ â çàâèñèìîñòè îò ïîëà ñîãëàñíî êðèòåðèþ
Ìàííà-Óèòíè (ðd  0,05).

Fig. 3. Alkaline (a) and acid (b) phosphatase, and acetylcho-
linesterase (c) activities in males and females of the house fly
Musca domestica L.: n — number of flies; * — statistical
significant difference depending on sex according to Mann-
Whitney T-test (ðd  0.05).
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Заключение
Проведённое исследование свидетельствует о ва-

риабельности активности фосфатаз и ацетилхолинэ-
стеразы на всех жизненных стадиях комнатной мухи
M. domestica. Важным следствием обнаруженных
нами отличий в активности изученных ферментов
может быть разная чувствительность к инсектици-
дам у особей в зависимости от стадии развития, а
также у взрослых самцов и самок M. domestica. Ва-
риабельность активности ферментов детоксикации
у насекомых необходимо принимать во внимание
при моделировании экспериментов с инсектицида-
ми и при разработке дезинсекционных мероприятий
против M. domestica на разных стадиях жизненного
цикла.
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