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Ïåðåñåâàåìûå êëåòî÷íûå ëèíèè íàñåêîìûõ ÿâëÿþòñÿ îñîáûì îáúåêòîì áèîëîãèè. Êëåòêè â óñòàíî-
âèâøèõñÿ ëèíèÿõ ïî ðÿäó ïðèçíàêîâ îòëè÷àþòñÿ êàê îò íîðìàëüíûõ äèôôåðåíöèðîâàííûõ, òàê è îò ýìá-
ðèîíàëüíûõ êëåòîê íàñåêîìûõ. Èììîðòàëèçàöèè êëåòî÷íîé ëèíèè îáÿçàòåëüíî ïðåäøåñòâóåò ïåðèîä äå-
ñòàáèëèçàöèè ãåíîìà, ïðîÿâëÿþùèéñÿ â èçìåíåíèè ðàçìåðà ãåíîìà, êàðèîëîãèè êëåòîê, àìïëèôèêàöèè
íåêîòîðûõ ñåìåéñòâ ðåòðîòðàíñïîçîíîâ è èíäóêöèè èõ ýêñïðåññèè. Ñóùåñòâîâàíèå çíà÷èòåëüíîé èçìåí-
÷èâîñòè â êëåòî÷íîé ëèíèè ñòàâèò çàäà÷ó ïîèñêà èíâàðèàíòíûõ ïðèçíàêîâ, ïîçâîëÿþùèõ èäåíòèôèöè-
ðîâàòü êóëüòóðó, à òàêæå îïðåäåëèòü ãðàíèöû íîðìàëüíîé èçìåí÷èâîñòè êëåòîê â êóëüòóðå. Íà ìàòåðèà-
ëå êîëëåêöèè ïåðåñåâàåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé íàñåêîìûõ Èíñòèòóòà îáùåé ãåíåòèêè ÐÀÍ ïðîâåäåíà
èäåíòèôèêàöèÿ äåâÿòè ëèíèé ìåòîäîì ïîëèìîðôèçìà äëèíû ðåñòðèêöèîííûõ ôðàãìåíòîâ (ÏÄÐÔ) ìè-
òîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ. Îáñóæäàåòñÿ èçìåí÷èâîñòü â êóëüòóðå ÄÍÊ-ïîëèìîðôèçìîâ, êëåòî÷íîé êàðèîëî-
ãèè, ìîðôîëîãèè, èììóíîëîãè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïåðåñåâàåìûå êëåòî÷íûå ëèíèè íàñåêîìûõ, ÏÄÐÔ, ðåòðîòðàíñïîçîíû, ïåðñè-
ñòåíöèÿ âèðóñîâ.

Íà÷èíàÿ ñ ïèîíåðñêîé ðàáîòû Ãðåéñà (Grace, 1962),
ïîëó÷èâøåãî ïåðâóþ ïåðåñåâàåìóþ êëåòî÷íóþ êóëüòóðó
íàñåêîìîãî èç ýêñïëàíòàíòà ÿè÷íèêà ýâêàëèïòîâîãî øåë-
êîïðÿäà Antheraea eucalypti, êëåòî÷íûå êóëüòóðû ïîëó-
÷åíû èç 71 âèäà íàñåêîìûõ (Lynn, 2001), åñëè ñ÷èòàòü
òîëüêî îõàðàêòåðèçîâàííûå ëèíèè êëåòîê. Êëåòî÷íûå
êóëüòóðû ïîëó÷åíû èç ïðåäñòàâèòåëåé ìíîãèõ îòðÿäîâ
íàñåêîìûõ, îäíàêî áîëüøèíñòâî ëèíèé ïîëó÷åíî îò
ïðåäñòàâèòåëåé âñåãî äâóõ îòðÿäîâ: ÷åøóåêðûëûõ (Lepi-
doptera) è äâóêðûëûõ (Diptera). Íàëè÷èå êëåòî÷íîé êóëü-
òóðû ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü áîëüøèå êîëè÷åñòâà îäèíàêî-
âûõ êëåòîê, äîñòóïíûõ äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî âîçäåé-
ñòâèÿ. Òàêàÿ âîçìîæíîñòü íåîáõîäèìà ïðè èçó÷åíèè
èíäóöèáåëüíîé ýêñïðåññèè ãåíîâ, òàê êàê ýêñïåðèìåíòà-
ëüíûå âîçäåéñòâèÿ íå ìàñêèðóþòñÿ ãîðìîíàëüíîé è íåð-
âíîé ðåãóëÿöèåé öåëîãî îðãàíèçìà. Ñîâåðøåííî íåçàìå-
íèìû êëåòî÷íûå êóëüòóðû â èññëåäîâàíèÿõ ïàòîãåííûõ
âèðóñîâ è âíóòðèêëåòî÷íûõ ïàðàçèòîâ, èìåþùèõ âàæíîå
çíà÷åíèå äëÿ êîíòðîëÿ ÷èñëåííîñòè íàñåêîìûõ.

Óêàçàííûå âîçìîæíîñòè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïîäðà-
çóìåâàþò îäíîðîäíîñòü èõ êëåòî÷íîãî ñîñòàâà è ñòàáè-
ëüíîñòü ïðèçíàêîâ â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ. Äëÿ îöåíêè ñòåïåíè ñîîòâåòñòâèÿ èìåþùèõñÿ
êëåòî÷íûõ êóëüòóð íàñåêîìûõ óêàçàííûì òðåáîâàíèÿì
íåîáõîäèìî ðàññìîòðåòü ìåòîäû ïîëó÷åíèÿ èììîðòàëè-
çîâàííûõ êóëüòóð êëåòîê íàñåêîìûõ.

Íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíîå ÷èñëî ïîëó÷åííûõ êóëü-
òóð êëåòîê — îêîëî 500 (Lynn, 2001), ïîëó÷åíèå íîâîé
êóëüòóðû èç çàäàííîãî âèäà íàñåêîìîãî ïîêà íå ÿâëÿåòñÿ
ðóòèííîé ïðîöåäóðîé. Âðåìÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðû âàðü-
èðóåò îò íåñêîëüêèõ íåäåëü äî 1 ãîäà íåïðåäñêàçóåìûì
îáðàçîì. Êðîìå òîãî, íåñìîòðÿ íà ìíîãî÷èñëåííûå ïî-

ïûòêè, êóëüòóðû êëåòîê ìåäîíîñíîé ï÷åëû è íåêîòîðûõ
äðóãèõ âèäîâ íàñåêîìûõ íå óäàëîñü ïîëó÷èòü äî ñèõ ïîð
(Mitsuhashi, 2001).

Âñå èìåþùèåñÿ êóëüòóðû ìîæíî ïîäðàçäåëèòü íà
äâå ãðóïïû ïî ñïîñîáó âûäåëåíèÿ êëåòîê äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ïåðâè÷íîé êóëüòóðû. Ïåðâàÿ ãðóïïà îáðàçîâàíà êóëüòó-
ðàìè, ïîëó÷åííûìè èç äåçàãðåãèðîâàííûõ òåì èëè èíûì
ñïîñîáîì êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. ×àùå â êà-
÷åñòâå èñòî÷íèêà ïîëó÷åíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëèñü ýìá-
ðèîíû ðàçëè÷íûõ ñðîêîâ ðàçâèòèÿ. Ýòî âûçâàíî òåì
îáñòîÿòåëüñòâîì, ÷òî ÿéöà íàñåêîìûõ ëåãêî ñòåðèëèçó-
þòñÿ, ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè ëåãêî äåçàãðåãèðóþòñÿ ìå-
õàíè÷åñêèì ñïîñîáîì è îáëàäàþò çíà÷èòåëüíûìè ïðîëè-
ôåðàòèâíûìè ïîòåíöèÿìè. Òàêèì ñïîñîáîì ïîëó÷åíû
îñíîâíûå êëåòî÷íûå ëèíèè äðîçîôèëû, íåêîòîðûõ âè-
äîâ êîìàðîâ, áàáî÷åê è ò. ä. Òåì íå ìåíåå â êà÷åñòâå èñ-
òî÷íèêà ïîëó÷åíèÿ âçâåñè êëåòîê ìîãóò áûòü èñïîëüçî-
âàíû êàê îòäåëüíûå îðãàíû è òêàíè ëè÷èíîê, êóêîëîê
èëè èìàãî, òàê è öåëûå îðãàíèçìû (Goodman et al., 2001;
Lynn, 2001).

Âòîðàÿ ãðóïïà îáúåäèíÿåò êóëüòóðû, ïîëó÷åííûå èç
òêàíåâûõ ýêñïëàíòàíòîâ ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.
Èììîðòàëèçîâàííûå êóëüòóðû áûëè ïîëó÷åíû èç òêàíåé
ÿè÷íèêà êóêîëîê è èìàãî (Mitsuhashi et al., 2003), êëåòîê
ãåìîëèìôû ëè÷èíîê (Yasunaga-Aoki et al., 2004), êëåòîê
æèðîâîãî òåëà (Goodman et al., 2001), èìàãèíàëüíûõ äèñ-
êîâ (Vi et al., 1987).

Êàêîâ áû íè áûë èñòî÷íèê êëåòîê, ïðîöåäóðà ïîëó-
÷åíèÿ êëåòî÷íîé êóëüòóðû ñâîäèòñÿ ê ïîìåùåíèþ ñóñ-
ïåíçèè êëåòîê èëè ýêñïëàíòàíòà â ñïåöèàëüíóþ ïèòà-
òåëüíóþ ñðåäó. Ïðîöåññû, ïðîèñõîäÿùèå â ïåðâè÷íîé
êóëüòóðå, ìàëî èçó÷åíû. Â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå íàáëþäà-
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þòñÿ ìèãðàöèè êëåòîê, èõ ïðèêðåïëåíèå ê ñóáñòðàòó, àã-
ðåãàöèÿ, ñîïðîâîæäàþùàÿñÿ îáðàçîâàíèåì ãèãàíòñêèõ
âàêóîëèçèðîâàííûõ êëåòîê, ñïîíòàííàÿ äèôôåðåíöèðîâ-
êà ñ ôîðìèðîâàíèåì íåéðîïîäîáíûõ êëåòîê, ïóëüñèðóþùèõ
êëåòî÷íûõ êîìïëåêñîâ íåéðîìûøå÷íîãî ñîñòàâà. Íà-
áëþäàþòñÿ ïåðèîäû àêòèâíîãî äåëåíèÿ è ìàññîâîé ãèáå-
ëè. Â ñëó÷àå óñïåõà ñïóñòÿ íåñêîëüêî íåäåëü èëè ìåñÿöåâ
ïðè ðåäêîé ñìåíå ñðåäû êóëüòóðà íà÷èíàåò óñòîé÷èâî
ðàñòè. Íèêàêèõ ìåòîäîâ íàïðàâëåííîé òðàíñôîðìàöèè
ïåðâè÷íîé êóëüòóðû â èììîðòàëèçîâàííóþ äëÿ êëåòîê
íàñåêîìûõ íå ïðèìåíÿëîñü. Ïîïûòêè òðàíñôîðìèðîâàòü
ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó êðåâåòêè îíêîãåííûì âèðóñîì îáå-
çüÿíû SV40 íå ïðèâåëè ê óñïåõó (Tapay et al., 1995).

Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû êëåòîê áîëåå òðåáîâàòåëüíû ê
ñîñòàâó ñðåäû, ÷åì óæå óñòàíîâèâøèåñÿ èììîðòàëèçî-
âàííûå ëèíèè. Ïðåäëîæåíî íåñêîëüêî âàðèàíòîâ òàêèõ
ñðåä. Ìîäèôèêàöèè ñðåäû Ãðåéñà (Mitsuhashi, Inoue,
1988; Mitsuhashi, 2001) ïîäõîäÿò äëÿ áîëüøèíñòâà èçó-
÷åííûõ âèäîâ íàñåêîìûõ. Òåì íå ìåíåå êëåòêè æóêà
Dendroctonus valens ïîãèáàþò â ñðåäå Ãðåéñà, ÷òî ïîòðå-
áîâàëî ïîäáîðà äëÿ íèõ îñîáîé ñðåäû (Sanchez et al.,
2004). Êàê ïðàâèëî, âñå òàêèå ñðåäû âêëþ÷àþò â ñåáÿ
êîìïîíåíòû ñ íåîïðåäåëåííûì ñîñòàâîì — äðîææåâîé
ýêñòðàêò, ãèäðîëèçàò ëàêòàëüáóìèíà è ýìáðèîíàëüíûå
ñûâîðîòêè ìëåêîïèòàþùèõ. Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ èñïî-
ëüçîâàëèñü äîáàâêè èç ýêñòðàêòîâ êóêîëîê èëè ëè÷èíîê
íàñåêîìûõ (Êàêïàêîâ è äð., 1969). Ïîëó÷åííûå òàêèìè
ìåòîäàìè êóëüòóðû ìîãóò ñîäåðæàòü íåñêîëüêî òèïîâ
êëåòîê. Ëèøü íåìíîãèå êóëüòóðû áûëè êëîíèðîâàíû èç
îäíîé êëåòêè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èçâåñòíûå ìåòîäû
êëîíèðîâàíèÿ êëåòîê íàñåêîìûõ íå ïîçâîëÿþò óòâåðæ-
äàòü îäíîçíà÷íî, ÷òî êëîíû áûëè ïîëó÷åíû äåéñòâè-
òåëüíî èç îäíîé êëåòêè, à íå èç íåáîëüøîé ãðóïïû (Echalier,
1977). Î÷åâèäíî, ÷òî ëèøü ïîäðîáíûé ïðåäâàðèòåëüíûé
àíàëèç ïðèçíàêîâ êóëüòóðû è ñòåïåíè èõ óñòîé÷èâîñòè
ìîæåò ïîçâîëèòü ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î ïðèãîäíîñòè äàí-
íîé êóëüòóðû äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îáîáùåíû äàííûå ïî èçìåí÷è-
âîñòè êàðèîòèïà, èçîôåðìåíòíûì ñïåêòðàì, ÄÍÊ-ïîëè-
ìîðôèçìàì äëÿ ãðóïïû ýìáðèîíàëüíûõ êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð äðîçîôèëû è ïðîâåäåíà èõ èäåíòèôèêàöèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ëèíèè êëåòîê:
äðîçîôèëû Drosophila virilis — 79f7Dv3g (Braude-Zolo-
tarjova et al., 1986) è D. melanogaster — 67j25D (Ãâîçäåâ,
Êàêïàêîâ, 1968; Êàêïàêîâ è äð., 1969), S2 è S3 (Schnei-
der, 1972), Kc (Echalier, Ohanessian, 1970), êîìàðà Aedes
albopictus — C6/36 (Singh, 1967), òóòîâîãî øåëêîïðÿäà
Bombyx mori — BmN (Grace, 1967), Blattella germanica —
UM-BGE-1 è UM-BGE-2 (Kurtti, 1974).

Êëåòî÷íûå ëèíèè äðîçîôèëû, êîìàðà è òàðàêàíà ïàñ-
ñèðîâàëè íà ñðåäå C46 (Echalier, 1997) ñ äîáàâëåíèåì
5 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (GIBCO), èíàê-
òèâèðîâàííîé íàãðåâàíèåì äî 56° C 30 ìèí 1 ðàç â íåä â
ðàçâåäåíèè 1 : 5 ïðè 26° C. Ëèíèþ êëåòîê Bombyx mori
êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå TnM-HM (Hink, 1970) ñ äîáàâ-
ëåíèåì 5 % èíàêòèâèðîâàííîé ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ ýìá-
ðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (GIBCO).

Âñå ëèíèè ìóõ, èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå, ïîëó÷åíû
èç êîëëåêöèè Èíñòèòóòà áèîëîãèè ðàçâèòèÿ ÐÀÍ. Ìóõ
êóëüòèâèðîâàëè íà ñòàíäàðòíîé ñðåäå äëÿ äðîçîôèë ñ
äîáàâëåíèåì ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè.

Ìèòîõîíäðèàëüíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè ïî ìîäèôèöèðî-
âàííîìó ìåòîäó (Àíäðèàíîâ è äð., 2003). Óñûïëåííûõ
ýôèðîì ìóõ ðàñòèðàëè ðó÷íûì ãîìîãåíèçàòîðîì ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â Òðèñ-áîðàòíîì ëèçèðóþùåì
ðàñòâîðå. Íà îäíó ìóõó äîëæíî ïðèõîäèòüñÿ íå ìåíåå
10 ìêë áóôåðíîãî ðàñòâîðà. Ðàáî÷èé ðàñòâîð ãîòîâÿò ïå-
ðåä îïûòîì èç ïÿòèêðàòíûõ îñíîâíûõ ðàñòâîðîâ À è Á:
ðàñòâîð À — 0.5 Ì Òðèñ-áîðàò, pH 9.0, è 5 ìÌ ÝÄÒÀ,
pH 9.0; ðàñòâîð Á — 1.25 Ì ñàõàðîçà. Ïîñëå ãîìîãåíèçà-
öèè êðóïíûé äåáðèñ, ñîñòîÿùèé èç ôðàãìåíòîâ êóòèêóë,
ÿäåð êëåòîê è äð. îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì 4 ìèí
ïðè 3000 g ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Íàäîñàäîê ïåðå-
íîñèëè â äðóãóþ ïðîáèðêó è ìèòîõîíäðèè îñàæäàëè
10 ìèí ïðè 16 000 g. Ïîëó÷åííûé îñàäîê ñóñïåíäèðîâà-
ëè â ëèçèðóþùåì ðàñòâîðå (1 % SDS, 100 ìÌ Òðèñ-HCl,
pH 9.0, è 100 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 9.0). Ëèçàò ïðîãðåâàëè
15 ìèí ïðè 65° C, ïåðåíîñèëè íà ëåä è äîáàâëÿëè àöåòàò
àììîíèÿ äî 2.5 Ì. Îñàäîê ñîçðåâàë 30 ìèí. Ëèçàò îñâåò-
ëÿëè 10 ìèí ïðè 16 000 g, ïîñëå ÷åãî ìèòîõîíäðèàëüíóþ
ÄÍÊ îñàæäàëè èç íàäîñàäêà ðàâíûì îáúåìîì èçîïðîïà-
íîëà. Ïîëó÷åííóþ ÄÍÊ î÷èùàëè îò ïðèìåñè ÐÍÊ îáðà-
áîòêîé ÐÍÊàçîé À â ðàñòâîðå ñ íèçêîé èîííîé ñèëîé è
èñïîëüçîâàëè äëÿ ðàñùåïëåíèÿ ðåñòðèêòàçàìè.

Ìèòîõîíäðèàëüíóþ ÄÍÊ èç êëåòîê ïåðåñåâàåìûõ
êóëüòóð âûäåëÿëè íà ïîçäíåé ñòàäèè ëîãàðèôìè÷åñêîãî
ðîñòà. Ïëîòíîñòü êóëüòóðû îïðåäåëÿëè â êàìåðå Ãîðÿå-
âà. Äëÿ îäíîãî âûäåëåíèÿ áðàëè 5 � 107 êëåòîê (îðèåí-
òèðîâî÷íî 10 ìë êóëüòóðû). Êëåòêè îñàæäàëè ïðè 1000 g
5 ìèí, ïðîìûâàëè â îäíîêðàòíîì SSC îò ñðåäû è ñóñïåí-
äèðîâàëè â 2 ìë Òðèñ-áîðàòíîãî ëèçèðóþùåãî ðàñòâîðà
ñ äîáàâëåíèåì 0.1 % íåèîííîãî äåòåðãåíòà NP 40. Äàëü-
íåéøåå âûäåëåíèå è î÷èñòêó ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ
âåëè ïî îïèñàííîé âûøå ìåòîäèêå âûäåëåíèÿ ìèòîõîíä-
ðèàëüíîé ÄÍÊ èç ìóõ.

Ïðîâåäåíèå ãîðèçîíòàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà íóêëåè-
íîâûõ êèñëîò â íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ è ðàñùåï-
ëåíèå ÄÍÊ ðåñòðèêòàçàìè îñóùåñòâëÿëè ïî ñòàíäàðò-
íûì ïðîòîêîëàì (Ìàíèàòèñ è äð., 1969). Ïðèãîòîâëåíèå
ïðåïàðàòîâ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó
Êàêïàêîâà è ñîàâòîðîâ (1969).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ê à ð è î ë î ã è ÷ å ñ ê è å ì à ð ê å ð û ï å ð å ñ å â à å ì û õ
ê ó ë ü ò ó ð ê ë å ò î ê í à ñ å ê î ì û õ. Ïîäðîáíûå äàííûå ïî
ýâîëþöèè êàðèîòèïà ïåðåñåâàåìûõ êëåòîê äðîçîôèëû â
õîäå ìíîãîëåòíåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîëó÷åíû íà ëèíèè
67j25D (Êàêïàêîâ è äð., 1969; Ïîëóêàðîâà è äð., 1975).
Öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ïåðâè÷íîé êóëüòóðû D. mela-
nogaster, èç êîòîðîé ïîëó÷åíà äàííàÿ ëèíèÿ êëåòîê, íå
îáíàðóæèë ñóùåñòâåííîãî îòêëîíåíèÿ êàðèîòèïà îò
äèïëîèäíîãî. Óñòàíîâèâøàÿñÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ õàðàêòå-
ðèçóåòñÿ èçìåí÷èâûì êàðèîòèïîì. Ìíîãîëåòíèé ìîíè-
òîðèíã êàðèîòèïà êëåòî÷íîé ëèíèè 67j25D ïîêàçàë ÷åðå-
äîâàíèå ïåðèîäîâ ñòàáèëüíîãî îêîëîäèïëîèäíîãî êàðè-
îòèïà ñ ïåðèîäàìè «êðèçèñîâ», êîãäà ïðåîáëàäàíèå
ïåðåõîäèëî ê òðèïëîèäíûì, òåòðàïëîèäíûì è ðàçëè÷-
íûì àíåóïëîèäíûì âàðèàíòàì (Êàêïàêîâ è äð., 1986).
Âñå ýòè âàðèàíòû ìîãóò áûòü íàéäåíû â êóëüòóðå. Íà
ðèñ. 1 ïðèâåäåíû òèïè÷íûå êàðòèíû ìåòàôàçíûõ õðî-
ìîñîì ýòîé ëèíèè. Äðóãàÿ ïåðåñåâàåìàÿ ëèíèÿ êëåòîê
D. melanogaster, íàáëþäàâøàÿñÿ â òå÷åíèå 5 ëåò (Halfer,
1978), òàêæå ïðîøëà ÷åðåç êàðèîëîãè÷åñêèé êðèçèñ ïîñ-
ëå íåñêîëüêèõ ëåò ñòàáèëüíîñòè ñ ïðåîáëàäàíèåì äèïëî-
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èäíîãî êàðèîòèïà. Ïðèðîäà ýòèõ êðèçèñîâ, âåðîÿòíî,
ñâÿçàíà ñ íåáëàãîïðèÿòíûìè äëÿ êëåòîê óñëîâèÿìè. Ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíî ïîêàçàíî, ÷òî íåáëàãîïðèÿòíûé ñîñòàâ
ñðåäû (Dolfini, Gottardi, 1966) èëè ñèëüíîå ðàçâåäåíèå
êóëüòóðû ïðè çàñåâå (Êàêïàêîâ, Ïîëóêàðîâà, 1975) âû-
çûâàåò áûñòðî ðàçâèâàþùóþñÿ àíåóïëîèäèþ, ïðè÷åì
ïðè âîññòàíîâëåíèè îïòèìàëüíûõ óñëîâèé àíåóïëîèä-
íûå ñóáêëîíû ñïîñîáíû äëèòåëüíîå âðåìÿ ñîõðàíÿòü
ñâîé êàðèîòèï íåèçìåííûì. Èñòèííàÿ ïîëèïëîèäèÿ íå-
òèïè÷íà äëÿ êëåòîê äðîçîôèëû. Íà ôîíå îáùåé ïîëèïëî-
èäíîñòè íåêîòîðûå õðîìîñîìû òåðÿþòñÿ, ÷àùå âñåãî
âîçíèêàþò ìîíîñîìèêè ïî õðîìîñîìå X è õðîìîñîìå 4
(Echalier, 1997). Íàðóøåíèå ïëîèäíîñòè â êóëüòóðå ëåã-
êî ðàçâèâàåòñÿ ïîä äåéñòâèåì ëåêòèíîâ (Becker, 1972;
Êàêïàêîâ, Ïîëóêàðîâà, 1975). Îáðàáîòêà êëåòîê êîíêà-
íàâàëèíîì A ïðèâîäèò ê ñëèÿíèþ êëåòîê è èõ âàêóîëè-
çàöèè. ×àñòü äâóÿäåðíûõ êëåòîê íå ñïîñîáíà ê äåëåíèþ
è ãèáíåò. Èçó÷åíèå îáðàçîâàíèÿ äâóÿäåðíûõ êëåòîê â

ñìåñè äâóõ êóëüòóð, îäíà èç êîòîðûõ èìåëà ðàäèîàêòèâ-
íî ìå÷åííûå ÿäðà, ïîçâîëèëî óñòàíîâèòü, ÷òî æèçíåñïî-
ñîáíûå äâóÿäåðíûå êëåòêè âîçíèêàþò íå ïóòåì ñëèÿíèÿ,
à ïóòåì çàäåðæêè öèòîòîìèè ïîñëå äåëåíèÿ ÿäåð (Êàêïà-
êîâ, Ïîëóêàðîâà, 1975). Â íåêîòîðûõ îïûòàõ äîëÿ òåò-
ðàïëîèäíûõ êëåòîê äîñòèãàëà ïî÷òè 100 %.

Ïðèæèçíåííûå íàáëþäåíèÿ çà ðîñòîì êóëüòóðû âû-
ÿâëÿþò âåñüìà ñõîäíûå ñîáûòèÿ ñ òåìè, êîòîðûå íàáëþ-
äàþòñÿ ïðè îáðàáîòêå êëåòîê ëåêòèíàìè èëè ïîëèýòè-
ëåíãëèêîëåì. Íà ðèñ. 2 ïðèâåäåíà ïîñëåäîâàòåëüíàÿ
ñúåìêà îäíîé ãðóïïû êëåòîê. Íàáëþäàåòñÿ äåëåíèå êëå-
òîê, èõ ñëèÿíèå, âàêóîëèçàöèÿ è ãèáåëü íåêîòîðûõ êëå-
òîê.

Èçìåí÷èâîñòü êàðèîòèïà êëåòîê ïåðåñåâàåìûõ êóëü-
òóð äðóãèõ âèäîâ íàñåêîìûõ ñõîäíà ñ èçìåí÷èâîñòüþ
êëåòîê äðîçîôèëû. Êóëüòóðà êëåòîê ìîñêèòà Psorophora
confinnis ñîõðàíÿåò îêîëîïëîèäíûé íàáîð õðîìîñîì è
ïîñòåïåííîå óâåëè÷åíèå ÷àñòîòû àáåððàíòíûõ ìåòàôàç ñ
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Ðèñ. 1. Êàðèîòèïû îòäåëüíûõ êëåòîê èç ïåðåñåâàåìîé ëèíèè 67j25D.

à — äèïëîèäíûé, á — òðèïëîèäíûé, â — àáåððàíòíûé (àíîìàëèÿ X-õðîìîñîìû), ã — òåòðàïëîèäíûé. Îêðàñêà àçóðîì—ýîçèíîì. Îá. 60�, îê. 12�.

Fig. 1. Karyotypes of individual cells of 67j25D line.

à — diploid, á — triploid, â — aberrant, ã — tetraploid. Azur—eosin staining. Ob. 60�, oc. 12�.



óâåëè÷åíèåì âîçðàñòà êóëüòóðû (Bello et al., 2001). Êëåò-
êè ÷åøóåêðûëûõ ïðåèìóùåñòâåííî ãåòåðîïëîèäíû ñ
óâåëè÷åííûì ÷èñëîì õðîìîñîì, âïëîòü äî 14 n (Mitsu-
hashi et al., 2003; Yasunaga-Aoki et al., 2004). Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî òî÷íîå ïðî÷òåíèå êàðèîòèïà ó ýòèõ âèäîâ íå-
âîçìîæíî èç-çà áîëüøîãî ÷èñëà ìèêðîõðîìîñîì. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî êàðèîòèï —
÷ðåçâû÷àéíî èçìåí÷èâûé, íåíàäåæíûé è ê òîìó æå ìà-
ëîâîñòðåáîâàííûé ìàðêåð ïåðåñåâàåìîé êëåòî÷íîé êó-
ëüòóðû.

Ãåòåðîãåííîñòü êëåòî÷íîé êóëüòóðû ìîæåò áûòü
äàæå áîëüøå, ÷åì ñïîñîáåí âûÿâèòü ìîðôîëîãè÷åñêèé è
êàðèîëîãè÷åñêèé àíàëèç. Èçìåðåíèå ñðåäíåãî ñîäåðæà-
íèÿ ÄÍÊ íà êëåòêó ëèíèè 67j25D ñ îêîëîïëîèäíûì êà-
ðèîòèïîì îêàçàëîñü ðàâíî 2.0 ïã íà êëåòêó (Tarantul et

al., 1971), ÷òî â 5.5 ðàçà áîëüøå ðàçìåðà äèïëîèäíîãî ãå-
íîìà D. melanogaster. Î÷åâèäíîå ïðîòèâîðå÷èå ìîæåò
áûòü îáúÿñíåíî íàëè÷èåì â êóëüòóðå íåäåëÿùèõñÿ êëå-
òîê ñ óâåëè÷åííûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ, âîçìîæíî, çà ñ÷åò
÷àñòè÷íîé ïîëèòåíèçàöèè õðîìîñîì.

Ñðàâíåíèå ðàçìåðîâ ãåíîìà äâóõ ëèíèé ñ îêîëîïëî-
èäíûì êàðèîòèïîì 67j25D (D. melanogaster) è 79f7Dv3g
(D. virilis) òàêæå îêàçàëîñü íå ñîîòâåòñòâóþùèì îæèäàå-
ìîìó èñõîäÿ èç ðàçìåðîâ äèïëîèäíûõ ãåíîìîâ ýòèõ âè-
äîâ. Äèïëîèäíûé ãåíîì D. virilis ðàâåí 0.68 ïã íà êëåòêó,
÷òî ïðèìåðíî â 2 ðàçà áîëüøå ãåíîìà D. melanogaster —
0.36 ïã íà êëåòêó (Laird, 1971). Äëÿ ñðàâíåíèÿ ñðåäíåãî
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ ñðàâíèâàåìûõ ëèíèé áûëè
ñîñòàâëåíû ñìåñè èç ðàâíîãî ÷èñëà êëåòîê îáåèõ ëèíèé.
ÄÍÊ îäíîé èç íèõ áûëà ðàäèîàêòèâíî ïîìå÷åíà. Çàòåì
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Ðèñ. 2. Èçìåí÷èâîñòü ìîðôîëîãèè êëåòîê â êóëüòóðå
79j7Dv3g (Drosophila virilis).

à — ïîñëåäîâàòåëüíàÿ ñúåìêà îäíîé ãðóïïû êëåòîê 79j7Dv3g
(D. virilis) ñ èíòåðâàëîì 12 ÷; ðàñïîëîæåíèå êàäðîâ ñëåâà íàïðàâî
ñîîòâåòñòâóåò ïîñëåäîâàòåëüíûì ìîìåíòàì ñúåìêè; îòìå÷åíû
äåëåíèå, ìèãðàöèÿ, ñëèÿíèå êëåòîê è îáðàçîâàíèå ãèãàíòñêîé
êëåòêè. á — ïîñëåäîâàòåëüíàÿ ñúåìêà äðóãîé êëåòî÷íîé ãðóïïû,
èíòåðâàë 12 ÷; ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ãèáåëü, ñëèÿíèå êëåòîê è îá-
ðàçîâàíèå ãèãàíòñêîé êëåòêè. â — ôîòîãðàôèÿ ïðèæèçíåííîé êó-
ëüòóðû 79j7Dv3g (D. virilis), ôàçîâûé êîíòðàñò; óêàçàíû îñíîâ-
íûå òèïû êëåòîê: 1 — ìåëêèå äåëÿùèåñÿ êëåòêè, 2 — «ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûå» êëåòêè ñ îòðîñòêàìè ðàçëè÷íîé äëèíû, 3 —

ãèãàíòñêèå êëåòêè. Îá. 40�, îê. 12�.

Fig. 2. Variability of cell morphology in 79f7Dv3g (Dro-
sophila virilis) culture.

à — successive slides of a group of 79f7Dv3g cells were shot with 12 h
intervals; the composition of slides, from left to right, corresponds to
the shooting succession; arrows indicate cell division, cell migration,
and cell destruction. á — the successive slides of another group of
79f7Dv3g cells in 12 h intervals; arrows sign cell death, cell fusion,
and a giant cell formation. â — picture of viable 79f7Dv3g (D. virilis)
cells; phase contrast; arrows indicate the main cell types: 1 — small
dividing cells, 2 — «fibroblast-like» cells with different size of pro-

cesses, 3 — giant cell. Ob. 40�, oc. 12�.



ñóììàðíóþ ÄÍÊ èç âñåõ ñìåñåé âûäåëÿëè è ñîîòíîøå-
íèå âåëè÷èí ãåíîìîâ êëåòî÷íûõ ëèíèé âû÷èñëÿëè ïî íà-
áëþäàåìîìó óìåíüøåíèþ óäåëüíîé ðàäèîàêòèâíîñòè
êîíòðîëÿ. Ïÿòü íåçàâèñèìûõ èçìåðåíèé ïîêàçàëè î÷åíü
áëèçêèå ðåçóëüòàòû. Ãåíîì êëåòîê 79f7Dv3g îêàçàëñÿ
ìåíüøå ãåíîìà 67j25D, ñîñòàâëÿÿ ïðèìåðíî 80 % îò ïî-
ñëåäíåãî (Àíäðèàíîâ è äð., 1991). Ýòî íàáëþäåíèå òàêæå
ñîîòâåòñòâóåò ïðåäïîëîæåíèþ î òîì, ÷òî ÷àñòü êëåòîê â
êóëüòóðå êëåòîê äðîçîôèëû ïîñòîÿííî ïîêèäàåò ìèòîòè-
÷åñêèé öèêë, âñòóïàåò â äèôôåðåíöèðîâêó è ãåíîì ýòèõ
êëåòîê ïîëèïëîèäèçèðóåòñÿ, ÷òî, åñòåñòâåííî, íèêàê íå
îòðàæàåòñÿ íà êàðèîòèïå äåëÿùåéñÿ ÷àñòè ïîïóëÿöèè,

êîòîðûé îñòàåòñÿ îêîëîäèïëîèäíûì. Ðàññìîòðåíèå äàí-
íûõ ïî êàðèîëîãèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïðîèçâîäèò âïå-
÷àòëåíèå ñèëüíî íàðóøåííîãî ãåíîìà. Ýòî, îäíàêî, íå
ñîâñåì âåðíî. Êàê ìèíèìóì ÷àñòü êëåòîê ñîõðàíÿåò íîð-
ìàëüíûé ãåíîì, ñïîñîáíûé íàïðàâëÿòü ñîçðåâàíèå ðÿäà
âèäîâ ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê. Óáåäèòåëüíûå äîêàçà-
òåëüñòâà íàëè÷èÿ íîðìàëüíûõ êëåòîê â êóëüòóðå äðîçî-
ôèë áûëè ïîëó÷åíû â îïûòàõ ïî ïåðåñàäêå êëåòîê èç ëè-
íèè Kc â ðàííèå ýìáðèîíû äðîçîôèëû (Illmensee, 1978).
Ïåðåñàæåííûå êëåòêè áûëè îáíàðóæåíû â áëàñòîäåðìå
ýìáðèîíà è ïîçäíåå — â ñîñòàâå ðÿäà òêàíåé ëè÷èíîê
èìàãî.

Èçìåí÷èâîñòü ïåðåñåâàåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé íàñåêîìûõ è èõ èäåíòèôèêàöèÿ 657

Ðèñ. 3. HinfI ÏÄÐÔ ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ èç ïåðåñåâàåìûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð è íàñåêîìûõ, èç êîòîðûõ ýòè êëåòî÷íûå êóëüòó-
ðû ïîëó÷åíû.

Dv9 — èìàãî Drosophila virilis, ëèíèÿ äèêîãî òèïà Dv9; Cvi4 — ëèíèÿ êëåòîê 79f7Dv3g D. virilis; OrR — èìàãî D. melanogaster, ëèíèÿ äèêîãî òèïà
OrR; 25D — ëèíèÿ êëåòîê 67j25D D. melanogaster, Sh2 — ëèíèÿ êëåòîê Sh2 D. melanogaster; Sh3 — ëèíèÿ êëåòîê Sh3 D. melanogaster; Kc — ëèíèÿ
êëåòîê Kc D. melanogaster; C6 — ëèíèÿ êëåòîê C6/36 Aedes albopictus; BmN — ëèíèÿ êëåòîê BmN Bombyx mori; BGE1 — ëèíèÿ êëåòîê UM-BGE-1
Blattella germanica; BGE2 — ëèíèÿ êëåòîê UM-BGE-2 B. germanica; Bg — èìàãî B. germanica. Ôðàêöèîíèðîâàíèå ÄÍÊ â 1.5%-íîì àãàðîçíîì ãåëå.
Îêðàñêà áðîìèäîì ýòèäèÿ. Óêàçàíû ïîëèìîðôíûå ñàéòû ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ êëåòî÷íûõ êóëüòóð D. melanogaster. Ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû:

ñëåâà — lEco R1, HindIII; ñïðàâà — lHindIII.

Fig. 3. HinfI RFLP of mitochondrial DNA from continuous cell lines and from inspert species — donors of these cell lines.

Dv9 — imago Drosophila virilis, wild type line — Dv9; Cvi4 — cell line 79f7Dv3g D. virilis; OrR — imago D. melanogaster, wild type line Oregon R; 25D —
cell line 67j25D D. melanogaster; Sh2 — cell line Sh2 D. melanogaster; Sh3 — cell line Sh3 D. melanogaster; Kc — cell line Kc D. melanogaster; C6 — cell
line C6/36 Aedes albopictus; BmN — cell line BmN Bombyx mori; BGE1 — cell line UM-BGE-1 Blattella germanica; BGE2 — cell line UM-BGE-2 B. germa-
nica; Bg — imago B. germanica. DNA separating was accomplished in 1.5 % agarose gel. Staining with Ethidium bromide. Arrows indicate polymorphic sites in

mitochondrial DNA of D. melanogaster cell lines. Molecular weight marker: on the left — lEco R1, HindIII, on the right — lHindIII.
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ïîêàçàíî ñðàâíåíèå HinfI ÏÄÐÔ ìèòîõîíäðèàëüíîé
ÄÍÊ èç êëåòîê ïåðåñåâàåìûõ êóëüòóð è èìàãî íàñåêî-
ìûõ òåõ âèäîâ, îò êîòîðûõ ïîëó÷åíû ýòè êóëüòóðû. Ïîë-
íîå ñîâïàäåíèå îáíàðóæåíî äëÿ D. virilis. Ãåíîì ýòîãî
âèäà âîîáùå óäèâèòåëüíî ìîíîìîðôåí íà âñåì àðåàëå
(Àíäðèàíîâ è äð., 2003). Èç ÷åòûðåõ èçó÷åííûõ ëèíèé
D. melanogaster íà ôîíå ìíîãî÷èñëåííûõ ñîâïàäåíèé ñ
ìóõàìè äèêîãî òèïà îòìå÷åíû äâà ïîëèìîðôíûõ ñàéòà.
Îäèí èç íèõ ñâÿçàí ñ èçìåí÷èâîé äëèíîé À-Ò-áîãàòîé
îáëàñòè ïîâòîðîâ ìèòîõîíäðèàëüíîãî ãåíîìà, äðóãîé
ëîêàëèçîâàí â îáëàñòè ãåíà öèòîõðîìîêñèäàçû.

Îáîáùåíèåì ÏÄÐÔ íà ñëó÷àé ïðîèçâîëüíîãî ãåíå-
òè÷åñêîãî ëîêóñà ÿâëÿåòñÿ ìåòîä ÏÖÐ-ÏÄÐÔ. Äàííûì
ìåòîäîì ïðîàíàëèçèðîâàíà èçìåí÷èâîñòü ãåíà öèòîõðî-
ìîêñèäàçû I â ïðèðîäíûõ ïîïóëÿöèÿõ øèíåëüíîé ìîëè

Spodoptera frugiperda è êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ïîëó÷åííûõ
èç íèõ. Ïîêàçàíû ñóùåñòâîâàíèå ïîëèìîðôèçìà, âûÿâ-
ëÿåìîãî ïî ðåñòðèêöèè MspI, è ïîëíàÿ ñîõðàííîñòü
ñòðóêòóðû ãåíà â êëåòî÷íîé ëèíèè (Levi et al., 2002). Ìå-
òîäû ÏÖÐ-ÏÄÐÔ èäåíòèôèêàöèè ëèíèé îáëàäàþò èñê-
ëþ÷èòåëüíîé íàäåæíîñòüþ. Íåäîñòàòêîì èõ ÿâëÿåòñÿ íå-
îáõîäèìîñòü áîëüøîé ïðåäâàðèòåëüíîé ðàáîòû ïî ïîèñ-
êó ïîëèìîðôèçìà. Óêàçàííîãî íåäîñòàòêà ëèøåíû
òåõíîëîãèè ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ ñ èçìåí-
÷èâîé ãîìîëîãèåé ê àíàëèçèðóåìîìó ëîêóñó. Äâàäöàòü
ëèíèé, ïîëó÷åííûõ èç äåñÿòè âèäîâ ÷åøóåêðûëûõ, áûëè
ïðîàíàëèçèðîâàíû ñ ïîìîùüþ ìåòîäà DAF-PCR ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ ê ãåíó àëüäîëàçû. Âñå ëèíèè õà-
ðàêòåðèçîâàëèñü óíèêàëüíûì íàáîðîì ïîëîñ. Îïàñíîñòü
ïðèìåíåííîãî ìåòîäà çàêëþ÷àåòñÿ â âûñîêîé âåðîÿò-
íîñòè ïîëó÷åíèÿ ëîæíî ïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ.
Óêàçàííîãî íåäîñòàòêà â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè ëèøåíà
íîâàÿ ìåòîäèêà ÏÖÐ, îñíîâàííàÿ íà èñïîëüçîâàíèè
ïðàéìåðîâ ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì ìèêðîñàòåëëèòîâ ñ
íåñêîëüêèìè íóêëåîòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè íà
3�-êîíöå. Äîïîëíèòåëüíûå íóêëåîòèäû ïîçâîëÿþò ïðî-
âîäèòü àìïëèôèêàöèþ ÏÖÐ òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè
ïðàéìåð îòæèãàåòñÿ íà 5�-êîíöå ñ ìèêðîñàòåëëèòîì, à íà
3�-êîíöå — ñ ôëàíêèðóþùåé ãåíîìíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòüþ. Äàííûì ìåòîäîì áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî
16 èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé Lepidoptera,
Coleoptera è Diptera (Grasela, McIntosh, 2003). Óêàçàí-
íûé ìåòîä ïîòåíöèàëüíî ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ÷ðåçâû÷àé-
íî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ïîëèìîðôèçìîâ áåç âñÿêîãî
ïðåäâàðèòåëüíîãî çíàíèÿ ñòðóêòóðû ãåíîìà âèäà. Âî-
ïðîñ î ñòåïåíè ñòàáèëüíîñòè íàéäåííûõ ïîëèìîðôèçìîâ
ïîêà íå èçó÷åí.

Á è î õ è ì è ÷ å ñ ê è å è è ç î ô å ð ì å í ò í û å ì à ð ê å -
ð û. Ïðîâåäåííûé àíàëèç ïîêàçûâàåò, ÷òî èçîôåðìåíò-
íûé ñòàòóñ êëåòîê â ïåðåñåâàåìîé êóëüòóðå ñîîòâåòñòâó-
åò êëåòêàì èìàãèíàëüíûõ äèñêîâ ëè÷èíêè. Áàéêåíîâà è
ñîàâòîðû (1986) ïðîàíàëèçèðîâàëè ñïåêòðû èçîôåðìåí-
òîâ ýñòåðàçû â õîäå ðîñòà êóëüòóðû 79f7Dv3g (D. virilis).
Ïîêàçàíî ñîîòâåòñòâèå ýñòåðàç ëè÷èíî÷íîé ñòàäèè ñ ýñ-
òåðàçàìè êëåòîê ïåðåñåâàåìîé êóëüòóðû. Ñïåêòð ýñòåðàç
îêàçàëñÿ íåñòàáèëüíûì. Ïðè äëèòåëüíîì âûäåðæèâàíèè
êëåòîê êóëüòóðû áåç ïàññèðîâàíèÿ â íåé áûëà îáíàðóæå-
íà èíäóêöèÿ b-ôîðìû ýñòåðàçû, òèïè÷íîé äëÿ èìàãî
äðîçîôèëû.

Äåáåê (Debec, 1974) ñðàâíèë ëèíèþ Kc ñ ðàçëè÷íûìè
îðãàíàìè è òêàíÿìè D. melanogaster ïî 25 ðàçëè÷íûì
ôåðìåíòíûì ñèñòåìàì, ó÷àñòâóþùèì â ðàçëè÷íûõ áèî-
õèìè÷åñêèõ ïðîöåññàõ. Îáíàðóæèëîñü, ÷òî ôåðìåíòíûé
«ïðîôèëü» ëèíèè êëåòîê Kc ñèëüíî îòëè÷àåòñÿ îò ýêñò-
ðàêòîâ öåëüíûõ ýìáðèîíîâ, ëè÷èíîê, êóêîëîê è èìàãî.
Ñîãëàñíî åãî âûâîäàì, ôåðìåíòíûé «ïðîôèëü» ïåðåñå-
âàåìûõ ëèíèé äðîçîôèëû, ïî êðàéíåé ìåðå ëèíèè êëåòîê
Kc, áîëüøå ñîîòâåòñòâóåò ôåðìåíòíîìó ñîñòàâó èìàãè-
íàëüíûõ äèñêîâ èëè íåðâíîé òêàíè ëè÷èíêè 3-é ñòàäèè.
Äàííûé ðåçóëüòàò íåóäèâèòåëåí, òàê êàê èìåííî ýòè
êëåòêè è ÿâëÿþòñÿ àêòèâíî äåëÿùèìèñÿ â ñðåäå ãåìî-
ëèìôû íàñåêîìîãî.

Ï å ð ñ è ñ ò å í ö è ÿ â è ð ó ñ î â. Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíà
êàðòèíà öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ÐÍÊ âèðóñîâ, ïåðñèñòèðó-
þùèõ â íåêîòîðûõ êóëüòóðàõ êëåòîê. Ðàíåå ýòè âèðóñû â
êëåòêàõ ëèíèè 67j25D áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû êàê ðåî-
âèðóñû (Àëàòîðöåâ, 1980). Çàòåì áûëî ïðîâåäåíî ýëåêò-
ðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå ðåîâèðóñîâ â
êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ D. melanogaster è D. virilis (Çîëîòîâà
è äð., 1996). Âèðóñîïîäîáíûå ÷àñòèöû îêàçàëèñü ìîðôî-

658 Ä. Þ. Ïàíòåëååâ, Â. Ò. Êàêïàêîâ è äð.

Ðèñ. 4. Ïåðñèñòèðóþùèå ÐÍÊ-âèðóñû â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ Dro-
sophila.

Ôðàêöèîíèðîâàíèå ñóììàðíîé êëåòî÷íîé íóêëåèíîâîé êèñëîòû èç
5 · 106 êëåòîê â íåäåíàòóðèðóþùåì 1%-íîì àãàðîçíîì ãåëå. Îêðàñêà
áðîìèäîì ýòèäèÿ. Îáîçíà÷åíèÿ êëåòî÷íûõ ëèíèé òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 3.
1 — ïðåïàðàò öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ íóêëåèíîâûõ êèñëîò, îáðàáîòàííûé
ÐÍÊàçîé À â ðàñòâîðå ñ íèçêîé èîííîé ñèëîé; 2 — òîò æå ïðåïàðàò áåç îá-

ðàáîòêè. Ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû — lHindIII.

Fig. 4. RNA viruses persisting in Drosophila cell lines.

Fractioning of the total nucleic acid derived from the cytoplasm of 5 · 106 cells
in a 1 % non denatured agarose gel. Staining with Ethidium bromide. Designa-
tion of cell lines are the same as in Fig. 3. 1 — a sample of cytoplasm nucleic
acids treated with RNAse a in a low ionic strength solution; 2 — the same sam-

ple but without treatment. Molecular weight marker — lHindIII.



ëîãè÷åñêè èäåíòè÷íûìè â îáåèõ ëèíèÿõ. Ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå íå ïîçâîëÿþò ñîãëàñèòüñÿ ñ ìíåíèåì Àëà-
òîðöåâà î ïðîèñõîæäåíèè ðåîâèðóñîâ èç ýìáðèîíàëüíîé
ñûâîðîòêè ìëåêîïèòàþùèõ, ðåãóëÿðíî èñïîëüçóþùåéñÿ
äëÿ êîìïëåìåíòàöèè êóëüòóðàëüíîé ñðåäû (Àëàòîðöåâ,
1980), íà îñíîâàíèè ÷åòêîãî ðàçëè÷èÿ â ñïåêòðå ïîëîñ,
ñîõðàíÿþùèõñÿ íåèçìåííûìè íà ïðîòÿæåíèè íåñêîëü-
êèõ ìåñÿöåâ êóëüòèâèðîâàíèÿ, è íà òîì îñíîâàíèè, ÷òî â
ëèíèÿõ S2 è S3 êëåòêè îñòàþòñÿ íåèíôèöèðîâàííûìè â
ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, íåñìîòðÿ íà èñ-
ïîëüçîâàíèå ñðåä èäåíòè÷íîãî ñîñòàâà. Îáîñíîâàííûì
ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î íàñëåäîâàíèè âèðóñîâ
îò ìóõ, ïîñëóæèâøèõ èñòî÷íèêîì ïîëó÷åíèÿ ýòèõ ëèíèé
êëåòîê. Èñïîëüçîâàíèå äëÿ îáîãàùåíèÿ ñðåäû ýêñòðàê-
òîâ ðàçëè÷íûõ íàñåêîìûõ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ
(ÿéöà, êóêîëêè, ëè÷èíêè è ò. ä.) òàêæå ìîæåò áûòü ïðè-
÷èíîé èíôèöèðîâàíèÿ êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê.

Ý ê ñ ï à í ñ è ÿ ð å ò ð î ò ð à í ñ ï î ç î í î â â ï å ð å ñ å -
â à å ì û õ ê ë å ò î ÷ í û õ ê ó ë ü ò ó ð à õ ä ð î ç î ô è ë û. Èì-
ìîðòàëèçàöèÿ ëþáîé êëåòî÷íîé ëèíèè îáÿçàòåëüíî ñî-
ïðÿæåíà ñ èíäóêöèåé ñèíòåçà õðîìîñîìíûõ òåëîìåð. Ó
äðîçîôèëû òåëîìåðû îáðàçîâàíû òàíäåìíûìè ïîâòîðà-
ìè äâóõ ñåìåéñòâ ðåòðîòðàíñïîçîíîâ: HetA è TART, ýêñ-
ïàíñèÿ êîòîðûõ íåîáõîäèìà äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ ïîòåðü
êîíöîâ õðîìîñîì ó äåëÿùèõñÿ êëåòîê (Pardue, De Barys-
he, 2003). Èíòåðåñíî, ÷òî ïåðåìåùåíèÿ è ýêñïðåññèÿ
ðÿäà äðóãèõ ñåìåéñòâ ðåòðîòðàíñïîçîíîâ, íå ó÷àñòâóþ-
ùèõ â ñèíòåçå òåëîìåð, òàêæå àêòèâèðóþòñÿ â êóëüòóðå
êëåòîê. Ïðè÷èíû òàêîé èíäóêöèè íåèçâåñòíû, òåì íå ìå-
íåå èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà êîïèé ðåòðîòðàíñïîçîíîâ è èõ
ëîêàëèçàöèÿ â ãåíîìå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â èäåí-
òèôèêàöèè êëåòî÷íûõ ëèíèé.

Ðåòðîòðàíñïîçîí gypsy àìïëèôèöèðóåòñÿ â êóëüòóðå
67j25D (Bayev et al., 1984). Èç äâóõ ôîðì ðåòðîòðàíñïî-
çîíà, âûÿâëÿåìûõ ïî íàëè÷èþ èëè îòñóòñòâèþ ñàéòà
HindIII, àìïëèôèöèðóåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî òîëüêî
ôîðìà, ñîäåðæàùàÿ ñàéò HindIII. Â ýòîé æå ëèíèè êëå-
òîê îáíàðóæåíà àìïëèôèêàöèÿ ïîëíîðàçìåðíîé ôîðìû
mdg3, òîãäà êàê â ëèíèè Kc àìïëèôèöèðóåòñÿ óêîðî-
÷åííûé âàðèàíò mdg3, ñîäåðæàùèé äåëåöèþ äëèíîé
1.3 òûñ. ïàð íóêëåîòèäîâ (Ilyin et al., 1984). Äëÿ âîçíèê-
íîâåíèÿ ìåæëèíåéíûõ ðàçëè÷èé ïî êîïèéíîñòè è ëîêà-
ëèçàöèè ðåòðîòðàíñïîçîíîâ íå òðåáóåòñÿ ãåòåðîãåííîñòè
èñõîäíûõ êëåòîê. Êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ D. melanogaster, ïî-
ëó÷åííàÿ îò âûñîêîèíáðåäíîé ëèíèè ìóõ, îêàçàëàñü ðåç-
êî îòëè÷íîé îò ýòîé ëèíèè ïî ëîêàëèçàöèè ðåòðîòðàíñ-
ïîçîíîâ copia, 1731, 412, 297 è gypsy (Di Franko et al.,
1992).

Ïîäðîáíûé àíàëèç ðåòðîòðàíñïîçèöèé øåñòè ñå-
ìåéñòâ ðåòðîòðàíñïîçîíîâ ïðîâåäåí â ëèíèè Kc (Junako-
vic et al., 1988). Àìïëèôèêàöèÿ è ïåðåìåùåíèÿ ðåòðî-
òðàíñïîçîíîâ îêàçàëèñü ÷åòêî îãðàíè÷åíû âî âðåìåíè
ïåðèîäîì òðàíñôîðìàöèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû â ïåðåñå-
âàåìóþ. Â óñòàíîâèâøåéñÿ ëèíèè êëåòîê, íåïðåðûâíî
ïàññèðîâàâøåéñÿ íà ïðîòÿæåíèè 8 ëåò, îáíàðóæåíû
ëèøü íåçíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â ëîêàëèçàöèè è êîïèé-
íîñòè ðåòðîòðàíñïîçîíîâ, âûÿâëÿåìûõ ìåòîäîì Sout-
hern-ãèáðèäèçàöèè. Â òî æå âðåìÿ ÷åòûðå ïàðàëëåëüíî
ïîëó÷åííûå ëèíèè êëåòîê åäèíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ èìå-
ëè ìíîæåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñîáîé è ñ èñõîäíîé
ëèíèåé ìóõ è ïî êîïèéíîñòè, è ïî ëîêàëèçàöèè ðåòðî-
òðàíñïîçîíîâ 297, 412, B104, mdg1, copia è 1731. Âîçíè-
êàþùèé â ïðîöåññå òðàíñôîðìàöèè êëåòîê ïîëèìîðôèçì
îêàçûâàëñÿ âïîñëåäñòâèè «çàìîðîæåííûì» â ñòàáèëüíîé
ïåðåñåâàåìîé êóëüòóðå. Íîâîå çàôèêñèðîâàííîå ðàñïî-

ëîæåíèå ðåòðîòðàíñïîçîíîâ â ãåíîìå îêàçûâàåòñÿ ñïå-
öèôè÷íûì äëÿ ëèíèè. Âìåñòå ñ òåì óñòîé÷èâîñòü òàêîãî
«ïàñïîðòà» ëèíèè â óñëîâèÿõ âîçìîæíûõ ñòðåññîâ è ñèã-
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VARIABILITY OF CONTINUOUS INSECT CELL LINES AND THEIR IDENTIFICATION
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Continuous insect cell lines make a special object of research in biology. Insect cells in the established lines
differ in the number of attributes from both normal differentiated, and embryonic cells. The period of genome
destabilization necessarily precedes cell line immortalization. Genome destabilization is manifested by changes
in genome size, cell karyotype, amplification of some retrotransposone families, and induction of their expressi-
on. The existence of significant genetic variability in one line puts a problem of searching for invariant attributes
providing culture identification and defining the limits of normal polymorphism of cells in the culture. Using the
vast collection of insect continuous cell lines stored at the N. I. Vavilov Institute of General Genetics RAS, nine
lines were identified by RFLP method of mitochondrial DNA. Variability of DNA-polymorphisms, cellular ka-
ryology, morphology, immunological and biochemical attribute in the culture is discussed.
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