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ВВедение

С помощью условного рефлекса организм может диаметрально менять свои 
реакции на одни и те же факторы среды, сочетая и мобилизуя необходимые 
внутренние адаптивные процессы в ответ на реальные и ожидаемые события во 
внешнем мире соответственно опыту, приобретенному в индивидуальном разви-
тии. Условный рефлекс выполняет следующие функции: 1) увеличивает размах 
нормы реакции онтогенетических функциональных адаптаций, чем способствует 
повышению роли индивидуального приспособления; 2) выводит организм из-под 
контроля элиминирующих факторов; 3) важен при подборе скрещивающихся 
пар, т. е. 4) может приводить к нарушению панмиксии — свободного скрещива-
ния особей в популяции (Лобашев, 1961). Это ведет к репродуктивной изоляции, 
когда для особей разных популяций снижается вероятность оплодотворения вви-
ду различий в поведении, например, при ритуалах ухаживания и брачных песнях. 
И если издавна считалось, что эти процессы лучше всего изучать у птиц, то с раз-
витием тонких методов анализа поведения стало ясно, что наиболее подходящим 
объектом являются насекомые, не только цикады и сверчки, но и Drosophila 
melanogaster. То обстоятельство, что за поведением Drosophila удобно наблю-
дать не столько в природе, сколько в лаборатории, обеспечило создание совер-
шенно новых способов анализа как условного рефлекса (Siegel and Hall, 1979; 
Kamyshev et al., 1999), так и параметров звукопродукции при ритуале ухажива-
ния (Попов и др., 2000). Сам ритуал начинается с того, что привлекаемый фе-
ромоном самки, афродизиаком, самец начинает осуществлять последовательные 
этапы ухаживания (ориентация/преследование, вибрация крылом — брачная 
песня, ликинг, попытка копуляции), каждый из которых служит для повышения 
рецептивности самки и замедления ее движений, т. е. для обеспечения копуляции. 
Оплодотворенная самка в течение 10–12 дней откладывает яйца и уклоняется от 
новых копуляций, при попытке которых выпячивает яйцевод, испуская отталки-
вающий феромон, антиафродизиак. Поэтому у самца возникает необходимость 
различения того, какая именно самка перед ним? При встрече с оплодотворен-
ной самкой самец, основываясь на предыдущем индивидуальном опыте, вынуж-
ден остановить ритуал ухаживания, и именно такое его поведение легло в основу 
широко применяемого метода для изучения процессов обучения и формирования 
памяти, называемого условно-рефлекторным подавлением ухаживания (УРПУ). 
В лабораторных условиях самец, достигший половозрелости в возрасте 5 дней в 
отсутствии каких-либо контактов с другими особями, после пребывания с опло-
дотворенной самкой в течение 30 мин накапливает опыт отказов от копуляции. 
Память об этом, т. е. УРПУ, сохраняется в течение 1 часа, если последующая 
предъявленная самка будет девственной, и 8 часов — если оплодотворенной. Ин-
декс ухаживания (ИУ) рассчитывается как процент времени, затраченного на ис-
полнение всех элементов ухаживания. Индекс обучения (ИО) можно вычислить 
не только на основе учета всех элементов полового, но и неполового поведения 
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(двигательной активности, прининга (почесывания), отды-
ха), но и анализировать записанные этограммы поведения 
отдельно для каждого параметра (Kamyshev et al., 1999). 

Важным компонентом ухаживания является брачная пес-
ня. Репертуар брачной песни самца Drosophila включает два 
типа звуковых сигналов — импульсную и синусоидальную 
песни, следующие друг за другом (Попов и др., 2000). Им-
пульсная песня производится, когда самец вибрирует крыль-
ями. Она несет основную семантическую нагрузку и выпол-
няет триггерную функцию, запуская копуляцию (Schilcher, 
1976a, b), а также является видоспецифичным сигналом, 
играющим важную роль в изоляции видов при выборе по-
тенциального партнера (Ewing, 1989). Синусоидальная пес-
ня увеличивает восприимчивость самок (Schilcher, 1976a, 
b). Звукопродукция во время ухаживания, т. е. чередование 
импульсной и синусоидальной песни, требует четкого пере-
ключения программ работы двух моторных центров — им-
пульсного и синусоидального пейсмейкеров (Попов и др., 
2000). При генерации звуковых сигналов возникают их ис-
кажения. Процент искаженных импульсов характеризует 
стабильность работы пейсмейкеров пения, отражая частоту 
нарушений работы мышц крыла.

Имея в распоряжении обе эти методики, мы задались 
вопросом — возможно ли увидеть УРПУ при учете од-
ного только элемента ухаживания — того, что при визу-
альной регистрации поведения называется «вибрация», а 
при автоматизированной — «звукопродукция»? Если да, 
то изменение каких параметров звукопродукции быстро и 
надежно указывает на нарушения процесса формирования 
памяти? Выделение такого параметра открывает возмож-
ность экспресс-скрининга терапевтических средств при ус-
ловии знания ключевых компонентов биохимических путей 
процессов формирования памяти в норме и при патологии. 
Один из самых изучаемых — это каскад ремоделирования 
актина: рецепторы нейромедиаторов — малые ГТФазы 
Rho-семейства — LIM-киназа 1 (LIMK1) — кофилин — 
актин. LIMK1, ключевой фермент каскада, фосфорилирует 
кофилин, тем самым блокируя деполимеризацию актина 
(Yang et al., 2000; Bamburg and Bloom, 2009). Это вызы-
вает перестройку шипиков дендритов, обеспечивая сина-
птическую пластичность. LIMK1 в клетке представлена 
двумя изоформами, различающимися по функциональной 
активности. Изоформа С представляет собой полнораз-
мерный белок, содержащий 1257 аминокислотных остат-
ков (140 кД), включает два LIM и PDZ домены, которые 
отсутствуют в изоформе D, содержащей 1052 аминокис-
лотных остатка (119 кД). D-изоформа LIMK1 обладает 
более высокой киназной активностью, чем С-изоформа, 
поскольку LIM- и PDZ-домены участвуют в инактивации 
киназной активности LIMK1 (Nagata et al., 1999). Наличие 
нескольких изоформ LIMK1 предполагает, что они могут 
быть по-разному использованы для реализации в популя-
ции различных стратегий поведения, однако исследований 
такого рода не проводилось. Считается, что дисфункция 
LIMK1 вызывает нарушения когнитивных функций у па-

циентов с болезнью Альцгеймера (Masliah et al., 2000) 
вследствие дисрегуляции «актинового каскада». При этом 
в нейронах мозга этих пациентов происходит образование 
цитоплазматических включений, окруженных комплекса-
ми актин — кофилин (Maloney et al., 2007; Bamburg et al. 
2010). Кроме того, при «геномных болезнях», таких как 
синдром Уильямса человека, делеции, приводящие к геми-
зиготности по гену limk1, вызывают когнитивные наруше-
ния зрительно-пространственного ориентирования. Деле-
ции возникают спонтанно за счет неравной рекомбинации в 
районе хромосомы со специфической архитектурой. В обо-
их случаях правила установления баланса различных изо-
форм LIMK1, реализуемые на уровне поведения, до конца 
неясны. Выяснению этого вопроса способствует то, что у 
Drosophila melanogaster ген limk1 также расположен в 
районе со специфичной архитектурой хромосомы, в локу-
се agnostic: наличие А/Т-богатых областей вблизи локуса 
предрасполагает к встройке мобильных элементов, воз-
никновению спонтанных перестроек в разных природных 
популяциях. Так, структура гена изменена у линий дикого 
типа Oregon-R и Berlin, а также у мутантной линии agnts3 
(Медведева и др., 2008). И если у мутантной линии agnts3 
с повышенной активностью LIMK1 и кофилина были де-
тектированы значительные нарушения обучения/памяти и 
амилоидогенез, характерные особенности звукопродукции 
(Попов и др., 2009), то ничего неизвестно о том, как в ос-
тальных случаях измененная структура гена сказывается на 
активности его продукта и каким образом это реализуется 
на уровне поведения.

Поэтому настоящая работа посвящена выявлению 
того, как соотношение изоформ LIMK1 у спонтанных и 
мутантного вариантов локуса agnostic предопределяет 
условно-рефлекторную деятельность при реализации 
ритуала ухаживания у дрозофилы.

Материал и Методы исследоВания

В работе использовали линии D. melanogaster, про-
являющие полиморфизм по гену limk1, обнаруженный в 
районе локуса agnostic (Х-хромосома, 11AB):
1) Canton-S — контрольная линия дикого типа. 
2) Berlin — выделена из дикой популяции города Бер-

лина и широко используется в поведенческих иссле-
дованиях в Европе. У данной линии при ПЦР-кар-
тировании гена limk1 было обнаружено отсутствие 
ПЦР-фрагментов в области 3, 4 и частично 5 экзонов, 
а также 2, 3 и 4 интронов (Медведева и др., 2008).

3) Oregon-R — линия из дикой популяции штата Орегон, 
США. На генетическом фоне этой линии дикого типа 
существуют многие известные линии-маркеры и ба-
лансеры. При ПЦР-картировании гена limk1 у данной 
линии наблюдалось отсутствие ПЦР-фрагментов в об-
ласти 2 экзона,1 и 2 интронов (Медведева и др., 2008).

4) Линия agnts3 несет температуро-чувствительную (ts) 
мутацию, полученную и поддерживаемую на генети-
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ческом фоне линии Canton-S. При ПЦР-картирова-
нии гена для limk1 у данной линии была обнаружена 
инсерция 1,7 т. п. н. на расстоянии около 1 т. п. н. 
от 3’-UTR (Медведева и др., 2008).
Мух выращивали в стаканчиках объемом 160 мл на 

стандартной изюмно-дрожжевой среде при +25 ± 0,5 °С, 
60 % влажности и свето-темновом цикле 12 : 12 ч. Вылу-
пившихся насекомых без наркотизации сортировали по 
полу. Отбирали самцов анализируемой линии и помеща-
ли их поодиночке в стаканчики со средой. В качестве объ-
ектов ухаживания для самцов всех анализируемых линий 
использовали виргинных и оплодотворенных за сутки до 
опыта самок линии Canton-S. Исследования проводили 
на взрослых мухах в возрасте 5 дней, при температуре 
+25 ± 0,5 °С, в первой половине дня.

ПодготоВка образцоВ для электрофореза 
В Пааг

Для экстракции белков отбирали 30–40 голов 5-су-
точных самцов для каждой линии D. melanogaster. Го-
ловы гомогенизировали на льду в 40 мкл раствора инги-
битора протеаз (Sigma, США). Полученный гомогенат 
центрифугировали при 13 000 об/мин в течение 2 мин. 
Отбирали надосадочную жидкость. К 30 мкл гомогената 
добавляли 10 мкл 4 × буфера Леммли для электофоре-
за. Приготовленные таким образом пробы хранили при 
–20 °С. Определения в образцах концентрации белка 
проводили по методу Бредфорд (Bradford, 1976). Концен-
трации белка с учетом данных фотометрирования вырав-
нивали с использованием спектрофотометра (Eppendorf 
BioPhotometer, Германия).

электрофорез белкоВ  
В ПолиакрилаМидноМ геле

Разделение белков по молекулярной массе прово-
дили методом диск-электрофореза в полиакриламидном 
геле, с концентрирующим (5 % акриламид/бис-акрил-      
амид, pH = 6,8) и разделяющим (10 % акриламид/бис-
акриламид, pH = 8,8) гелями. Гель заливали в камеру 
для вертикального электрофореза Mini Protean Tetra Cell 
(BioRad, Италия) размером 10 × 8 см. В каждый карма-
шек добавляли по 10 мкл образца. Разделение проводили 
в течение 120 минут при силе тока 35 мА и напряжении 
120 В в трис-глициновом буфере (pH = 8,3). Контроль-
ный гель окрашивали реагентом Кумасси G-250 (Pierce, 
США) для оценки степени выравненности концентраций 
белка на дорожках.

Вестерн-блоттинг и блот-гибридизация

После электрофоретического разделения белки из геля 
переносили на нитроцеллюлозную мембрану PROTRAN 
(Schleicher&Schuell, Германия) на блоттере Fastblot B 34 

(Biometra, Германия) полусухим переносом в течение 1 ч. 
Затем мембрану инкубировали 12 ч в 5 % растворе обез-
жиренного сухого молока на буфере TBST (pH = 7,6), при 
+4 °С. После этого мембрану помещали в раствор первич-
ных антител (SantaCruz, США), в разведении 1 : 400 и ин-
кубировали в течение 1 ч при +22 °С, затем инкубировали 
с биотин-мечеными вторичными антителами (Santa Cruz, 
США), в разведении 1 : 2000 в течение 1 ч при +22 °С. 
Затем инкубировали с раствором ABC (авидин, конъюги-
рованный с пероксидазой хрена) (Vectastain ABC Еlite kit, 
Vector peroxidase substrate kit, Vector, США) в течение 1 ч 
при +22 °С. Мембрану помещали в раствор Vector Nova 
Red substrate kit for peroxidase (Vector laboratories, США) 
и инкубировали в течение 10–15 мин до развития окрас-
ки. Изображение регистрировали с помощью сканера 
(Epson® ScanPriza) с разрешением 300 dpi. Полученный 
JPEG-файл анализировали с использованием програм-
много обеспечения Gel analyzer-1.0 (Литех, Россия).

регистрация ПараМетроВ ухажиВания 
саМцоВ 

Для регистрации параметров ухаживания самца изу-
чаемой группы и виргинную самку помещали в камеру 
диаметром 15 мм и высотой 5 мм, изготовленную из орг-
стекла. Продолжительность наблюдения за ухаживани-
ем самца составляла 10 мин.

Фиксировали латентный период до ухаживания и время 
начала копуляции. Длительность ухаживания рассчитыва-
ли как разность времени копуляции и начала ухаживания. 
Эффективность ухаживания вычисляли как процент пар, 
копулировавших в течение периода наблюдения. В каж-
дой линии тестировали не менее 20 пар мух.

Параметры ухаживания для Canton S были взяты из 
работы (Попов и др., 2006).

регистрация ПараМетроВ зВукоПродукции 
При ухажиВании саМцоВ 

Для регистрации звуковых сигналов самца и опло-
дотворенную самку помещали в камеру диаметром 8 и 
высотой 4 мм, изготовленную из оргстекла. Для одновре-
менной регистрации пения четырех пар мух четыре мик-
рофона были установлены внутри бокса из пенопласта 
(25 × 25 × 30 см) с толщиной стенок 3,7 см, расположен-
ного в звукоизолирующей камере. Для гашения вибрации 
бокс устанавливали на поролоновой подушке толщиной 2 
см. Встроенные электронные фильтры позволяли ограни-
чить частотную полосу записи канала в пределах 100–800 
Гц, для избежания посторонних шумов. На уровне мик-
рофона устанавливали датчик электронного термометра 
(Greisinger electronic GTH 175/МО, Германия). Про-
должительность регистрации звуков составляла 300 с. 
Регистрацию звуковых сигналов проводили с помощью 
аналого-цифрового преобразователя и записывали как 
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звуковые файлы с использованием программы Н. Г. Ка-
мышева. Анализ звуковых сигналов проводили с исполь-
зованием программы Fly43, разработанной Н. Г. Камыше-
вым и П. В. Озерским (Попов и др. 2000, 2006). 

Проводили детальный анализ импульсной и синусои-
дальной песен звукопродукции самца при ухаживании по 
отдельным параметрам. В каждой линии тестировали не 
менее 12 пар мух.

При анализе параметров импульсного сигнала в каж-
дой пятиминутной записи последовательно измеряли 
все посылки и межимпульсные интервалы. Интервалы 
короче 80 мс рассматривали как межимпульсные, а ин-
тервалы более 80 мс — как межпосылочные. Оценивали 
дисперсию межимпульсного интервала, процент иска-
женных импульсов, среднюю длительность импульсных 
посылок. 

При оценке синусоидальной песни учитывали дли-
тельность синусоидальных отрезков, основную часто-
ту синусоидальной песни и суммарное число пульсов. 
В анализ брали синусоидальные отрезки по длительнос-
ти не менее 100 мс. 

Параметры звукопродукции для Canton S были взяты 
из работы (Попов и др., 2006).

оценка сПособности к обучению  
саМцоВ D. melanogaster

Оценку способности к обучению проводили, осно-
вываясь на методе условно-рефлекторного подавления 
ухаживания. Для этого самца тестируемой линии, не 
имеющего опыта полового поведения, помещали в экс-
периментальную камеру вместе с оплодотворенной сам-
кой Canton S и оставляли на 30 минут. Обучение тес-
тировали через разные интервалы времени: сразу после 
тренировки и через 3 часа. В качестве контроля исполь-
зовали самцов, не имеющих опыта полового поведения. 
В каждой группе (контрольной, сразу после тренировки 
и через 3 часа после тренировки) тестировали не менее 
20 пар мух.

Использовали два подхода:
1) метод условно-рефлекторного подавления ухажи-

вания
Для выработки условно-рефлекторного подавления 

ухаживания (тренировки) пятисуточного самца тести-
руемой линии, не имеющего опыта полового поведения, 
помещали в экспериментальную камеру диаметром 15 и 
высотой 5 мм, изготовленную из оргстекла, вместе с оп-
лодотворенной пятисуточной самкой Canton S и оставля-
ли на 30 минут. В качестве контроля использовали сам-
цов, не имеющих опыта полового поведения. Этограмму 
поведения самца регистрировали в течение 300 секунд, 
фиксируя время начала отдельных элементов ухажива-
ния (ориентация и преследование, вибрация, лизание, 
попытка копуляции), а также время выполнения элемен-
тов, не связанных с ухаживанием (побежка, прининг, по-

кой). Регистрацию начинали через 45 секунд после поме-
щения мух в камеру. Для расшифровки и анализа данных 
использовали специально разработанные компьютерные 
программы (автор программ — Н. Г. Камышев).

Для каждого самца вычисляли индекс ухаживания 
(ИУ), т. е. время ухаживания самца за самкой, выражен-
ное в процентах от общего времени наблюдения. Для ко-
личественной оценки результатов обучения вычисляли 
индекс обучения (ИО) по следующей формуле:

ИО = [(ИУН — ИУТ)/ИУН] × 100% = (1 — ИУТ/ 
ИУН) × 100%,

где ИУН и ИУТ — средние индексы ухаживания для 
независимых выборок самцов, не имеющих опыта поло-
вого поведения, и самцов, прошедших тренировку.
2) регистрация звукопродукции при ухаживании

Для оценки способности к обучению самцов 
Drosophila с использованием установки записи звуко-
вых сигналов ухаживания регистрировали импульсную 
и синусоидальную песни ухаживания самцов, не имею-
щих опыта полового поведения, сразу после обучения и 
спустя 3 часа после обучения. Индекс ухаживания (ИУ) 
рассчитывали как процент времени, затраченного сам-
цом на звукопродукцию импульсной и синусоидальной 
песен. Индекс обучения (ИО) — как разницу ИУ до тре-
нировки и ИУ после тренировки. Для оценки вклада в 
обучение компонентов песни ухаживания — импульсной 
и синусоидальной составляющих — значения индексов 
импульсной (И) и синусоидальной (С) песен вычисляли 
по следующим формулам:

И = Tи/Тобщ,
С = Тс/Тобщ,
где Ти и Тс — время, затраченное самцом на звукопро-

дукцию импульсной и синусоидальной компоненты песни 
ухаживания; Тобщ — общее время тестирования.

Затем находили отношение И/С отдельно для каждо-
го самца и рассчитывали среднее значение для каждой 
группы до и после обучения.

статистическая обработка Полученных 
результатоВ

Статистическую обработку полученных значе-
ний проводили с помощью программного обеспечения 
GraphPad Instat 3 и Statistica 6.0. Использовали тест 
Манн–Уитни для длительности импульсных посылок; 
критерий Фишера для эффективности ухаживания; тест 
Левина для дисперсии МИИ; рандомизационный анализ 
для соотношения индексов импульсной и синусоидаль-
ной песен, а также для оценки способности к обучению 
при помощи метода условно-рефлекторного подавления 
ухаживания и исследования звукопродукции самца при 
ухаживании. Дисперсионный анализ использовали при 
оценке значений интенсивности окрашивания белковых 
полос LIMK1. В остальных случаях применяли непарный 
t-критерий Стьюдента. 
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результаты

оПределение количестВа lImK1  
В Мозге саМцоВ D. melanogaster

С использованием метода иммуноблоттинга и после-
дующей гибридизацией антител к С-концу LIMK1 был 
проведен количественный анализ содержания D- и C-
изоформ LIMK1 в мозге самцов линии Canton-S, Berlin, 
Oregon-R и agnts3 (рис. 1 а).

Соотношение между изоформами D и C LIMK1 и их 
количество в мозге самцов между анализируемыми ли-
ниями варьировало. Так, количество D- и C-изоформ 
LIMK1 у аgnts3 в 3 раза превышало таковое у Canton-S  
(рис. 1 б), в то время как их соотношение у аgnts3 не отлича-
лось от такового у Canton-S (рис. 1 в). Количество D-изо-
формы у Berlin в 2 раза превышало таковое у Canton-S, 
а у Oregon-R было в 2 раза меньше, чем у Canton-S  
(рис. 1 б). Для линий дикого типа характерно различное 
соотношение D- и C-изоформ (рис. 1 в). Таким образом, 
в ходе наших экспериментов было впервые выявлено не-
одинаковое содержание и соотношение изоформ LIMK1 у 
линий дикого типа Berlin, Oregon-R и Canton-S и мутант-
ной линии agnts3, что, возможно, вызвано разными регуля-
торными механизмами сплайсинга у каждой линии.

характеристика ПоВедения ухажиВания 
саМцоВ D. melanogaster

Сравнительный анализ по трем параметрам поведения 
ухаживания: 1) латентному периоду ухаживания (ЛПУ),  

2) длительности ухаживания (ДУ) и 3) эффективности уха-
живания (ЭУ) самцов линии agnts3, Berlin и Oregon-R вы-
явил следующие особенности этих линий (табл. 1). ЛПУ у 
Oregon-R и у agnts3 достоверно был увеличен относительно 
такового у Canton-S, что не оказало влияния на эффектив-
ность ухаживания, которая у линий agnts3 и Oregon-R была 
сопоставима с таковой у Canton-S. В то же время увели-
чение ЛПУ у Berlin в 4 раза по сравнению с Canton-S со-
провождается достоверным снижением величины эффек-
тивности ухаживания. ДУ Berlin и Oregon-R достоверно 
превышала таковую у Canton-S, в то время как для agnts3 
статистически значимых различий выявлено не было. 

рис. 1. Вестерн-блот анализ LIMK1 у самцов линий Canton-S, Berlin, Oregon-R и agnts3: а) С- и D-изоформы LIMK1; б) содержа-
ние D- и C-изоформ; в) соотношение количества изоформ D/C.

 * — достоверные отличия от Canton-S (дисперсионный анализ, р < 0,05)

Таблица 1  
параметры ухаживания самцов линии Canton-S, Berlin 
и Oregon-R и agnts3

Линия n ЛПУ, с ДУ, с ЭУ, %

Canton-S 63 22 ± 3 145 ± 17 87

Berlin 66 80 ± 12* 324 ± 28* 50*

Oregon-R 61 54 ± 9* 264 ± 21* 77

agnts3 51 55 ± 9* 162 ± 19 86

n — число тестированных самцов
ЛПУ — латентный период ухаживания
ДУ — длительность ухаживания
ЭУ — эффективность ухаживания
* —  достоверные отличия от Canton-S (непарный 
t-критерий Стьюдента, для ЭУ — сравнение долей 
по Фишеру, p < 0,05).
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характеристика зВукоВых сигналоВ  
ухажиВания саМцоВ D. melanogaster

С использованием установки автоматической регистра-
ции звукопродукции самцов Drosophila был проведен срав-
нительный анализ звуковых сигналов ухаживания самцов 
agnts3, Berlin и Oregon-R в сопоставлении с Canton-S. На 
рисунке 2 приведены осциллограммы сигналов ухажива-
ния самцов: синусоидальной песни (рис. 2 а) и импульсной 
песни с нормальными (рис. 2 б) и искаженными (рис. 2 в, 
г) импульсами. Оценивали 4 параметра звуковых комму-

никационных сигналов: индекс пения, межимпульсный ин-
тервал, основную частоту синусоидальной песни и процент 
искаженных импульсов.

Основным параметром звуковых сигналов, характеризу-
ющим уровень половой мотивации, является индекс пения 
(ИП). ИП у agnts3 и Oregon-R не отличались от таковых у 
Canton-S, в то время как для Berlin было характерно почти 
трехкратное снижение этого параметра (рис. 3, а). Наибо-
лее значимым параметром для распознавания самкой сиг-
нала ухаживания самца своего вида является межимпуль-
сный интервал (МИИ). У самцов agnts3 МИИ короче, чем 

рис. 2. Осциллограммы сигналов ухаживания самцов D. melanogaster синусоидальной песни (а) и импульсной песни с нормальны-
ми (б) и искаженными пульсами (в, г). Длительность каждой осциллограммы 500 мс

рис. 3. Параметры звуковых сигналов самцов линий Canton-S, Berlin, Oregon-R и agnts3: а) индекс пения; б) межимпульсный интер-
вал; в) основная частота синусоидальной песни; г) процент искаженных импульсов.

 * — достоверные отличия от Canton-S (непарный t-критерий Стьюдента, p < 0,05)
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у самцов Canton-S, что свидетельствует о более высоком 
ритме пения самцов agnts3. Для Berlin и Oregon-R, напро-
тив, характерно увеличение этого параметра (рис. 3 б). Ос-
новная частота (ОЧ) синусоидальной песни анализируемых 
линий также отличается от таковой у Canton-S. Так, для 
agnts3 и Oregon-R характерно увеличение значения этого 
параметра, в то время как у самцов Berlin ОЧ короче, чем 
у Canton-S (рис. 3 в). При генерации звуковых сигналов в 
процессе ухаживания возникают искажения формы звуко-
вых импульсов, в том числе и у мух дикого типа. Искаже-
ния с увеличенной длительностью импульса наиболее часто 
встречаются у самцов Вerlin и Oregon-R, в то время как у 
agnts3 они возникают реже. У самцов agnts3 наиболее часто 
возникают искажения с полициклическими импульсами, вы-
званные, по-видимому, тремором мышц пения. Процент ис-
каженных импульсов (% ИП) характеризует стабильность 
работы пейсмейкеров пения, отражая частоту нарушений 
режима работы крыловых мышц. agnts3 по этому параметру 
не отличается от Canton-S. Berlin и Oregon-R демонстри-
руют более высокие уровни ИП (рис. 3 г). 

оценка сПособности к обучению При 
услоВно-рефлекторноМ ПодаВлении 
ухажиВания саМцоВ D. melanogaster

Условно-рефлекторное подавление ухаживания яв-
ляется естественной формой обучения у дрозофилы, 
т. е. после ухаживания за нерецептивной оплодотворен-
ной самкой (тренировки) у самца снижается интенсив-
ность ухаживания за всеми последующими самками. На 
этом основана оценка способности к обучению самцов 
D. melanogaster. У исследуемых линий была изучена ди-
намика сохранения условно-рефлекторного подавления 
ухаживания (рис. 4 а).

У линий Canton-S и Berlin индекс обучения длитель-
ное время сохранялся на уровне, достигнутом сразу после 
окончания тренировки, что свидетельствует о нормальном 
протекании процессов обучения и формирования средне-
срочной памяти.

У линии Oregon-R выработки условно-рефлекторного 
подавления ухаживания не наблюдалось, при тестировании 

рис. 4. Оценка способности к обучению и формированию среднесрочной памяти самцов линий Canton-S, Berlin, Oregon-R и agnts3. 
Метод условно-рефлекторного подавления ухаживания: а) обучение и среднесрочная память (все элементы ухаживания); 
б) обучение и среднесрочная память (параметр вибрации). Метод регистрации звукопродукции при ухаживании: в) обучение и 
среднесрочная память (импульсная и синусоидальная песни ухаживания).

 0 — индекс обучения сразу после тренировки
 180 — индекс обучения через 3 часа после тренировки 
 * — достоверные отличия от Canton-S (двусторонний тест рандомизации, p < 0,05)
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сразу после тренировки значимый индекс обучения полу-
чен не был. Таким образом, исследуемая линия оказалась 
неспособной к обучению. Через 3 часа после тренировки 
подавления ухаживания также не наблюдалось, напротив, 
индекс обучения принимал отрицательное значение и ста-
тистически достоверно отличался от такового у Canton-S.

У мутантной линии agnts3 выработки условно-рефлек-
торного подавления ухаживания не происходило, при тес-
тировании сразу после тренировки значимый индекс обу-
чения получен не был. Таким образом, исследуемая линия 
оказалась неспособной к обучению. Через 3 часа после 

тренировки также не наблюдалось подавления ухаживания. 
Полученные результаты свидетельствуют в пользу того, что 
у agnts3 по сравнению с Canton-S снижены не только 3-ча-
совая память, но и способность к обучению.

Был проведен поэлементный анализ поведения ухажи-
вания у исследуемых линий Drosophila, в частности, был 
проанализирован такой важный элемент ухаживания как 
вибрация (рис. 4, б).

У линий Canton-S и Berlin был выявлен значимый ин-
декс обучения, который в течение 3 часов сохранялся на 
уровне, достигнутом сразу после окончания тренировки. По 

рис. 5. Покомпонентный анализ песни ухаживания при обучении: а) компоненты песни ухаживания (импульсная и синусоидальная 
составляющие); б) соотношение импульсной и синусоидальной песен

 к — контрольная группа (самцы, не имеющие опыта полового поведения)
 0 — тест сразу после тренировки (обучение) 
 180 — тест через 3 часа после тренировки (память)
 * — достоверные отличия от Canton-S (двусторонний тест рандомизации, p < 0,05).
 # — достоверные отличия от контрольной группы, (двусторонний тест рандомизации, p < 0,05)
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компоненту вибрации у самцов линии Berlin статистически 
значимых отличий от линии Canton-S обнаружено не было.

У линии Oregon R при тестировании сразу после трени-
ровки индекс обучения достоверно не отличался от такового 
у Canton-S — по параметру вибрации исследуемая линия 
оказалась способной к обучению. Напротив, через 3 часа 
после тренировки индекс обучения принимал отрицатель-
ное значение.

У мутантной линии agnts3 при тестировании как сразу, 
так и через 3 часа после тренировки индекс обучения досто-
верно не отличался от такового у линии Canton-S — иссле-
дуемая линия оказалась способной к обучению и сохране-
нию памяти по параметру вибрации.

обучение саМцоВ с исПользоВаниеМ уста-
ноВки для регистрации зВукоПродукции 
При ухажиВании саМцоВ D. melanogaster

С целью проведения детального анализа способности 
к обучению самцов Drosophila был применен метод оцен-
ки данного показателя с использованием установки записи 
звуковых сигналов ухаживания, автоматически регистриру-
ющей звукопродукцию при ухаживании — вибрацию, соот-
ветствующую импульсной и синусоидальной песням. 

У линии Canton-S наблюдалось условно-рефлекторное 
подавление ухаживания, и индекс обучения длительное вре-
мя сохранялся на уровне, достигнутом сразу после оконча-
ния тренировки (рис. 4, в).

У самцов линии Berlin, Oregon-R и agnts3 при тести-
ровании сразу после тренировки условно-рефлекторного 
подавления ухаживания не наблюдалось, значимый индекс 
обучения получен не был. Индекс обучения принимал отри-
цательные значения и статистически значимо отличался от 
такового у линии Canton-S (рис. 4, в).

Спустя 3 часа после тренировки индекс обучения у сам-
цов линии Berlin и Oregon-R также принимал отрицатель-
ные значения и достоверно отличался от такового у линии 
Canton-S, чего не наблюдалось у линии agnts3 (рис. 4, в). 

Далее нами были проанализированы отдельные ком-
поненты песни ухаживания импульсной и синусоидальной 
составляющих после обучения (рис. 5, а). У самцов линии 
Canton-S как сразу, так и через 3 часа после тренировки от-
мечалось снижение импульсной и синусоидальной песен в 3 
раза. У остальных линий не наблюдалось снижения индек-
са ни импульсной, ни синусоидальной составляющих песни 
ухаживания, за исключением варианта эксперимента через 
3 часа после тренировки у линии Oregon-R (рис. 5, а).

Было проанализировано соотношение индексов импуль-
сной и синусоидальной песен (И/С) для каждой линии (рис. 
5, б). Для самцов линии Canton-S в контроле характерно 
преобладание импульсной над синусоидальной песней. Сра-
зу после тренировки для самцов этой линии было харак-
терно увеличение И/С, которое достоверно отличалось от 
контроля, подобное превалирование импульсной над сину-
соидальной песней сохранялось и при тестировании через 3 

часа. У самцов линий Berlin и Oregon в контрольных группах 
импульсная песня преобладала над синусоидальной, И/С 
достоверно отличалось от Canton-S. Однако сразу после 
тренировки у линий Berlin и Oregon происходило значитель-
ное снижение И/С, а спустя 3 часа — восстановление до 
значений контроля. И/С самцов линии agnts3 в контрольной 
группе достоверно не отличалось от такового у Canton-S. 
Однако после тренировки у agnts3 наблюдалось достоверное 
снижение И/С. Через 3 часа после тренировки у agnts3 до-
стоверных изменений зарегистрировано не было.

обсуждение

М. Е. Лобашев сформулировал определение роли услов-
ного рефлекса как возможности животного «диаметрально 
менять свои реакции на одни и те же факторы среды, сочетая 
и мобилизуя необходимые внутренние адаптивные процес-
сы в ответ на реальные и ожидаемые события во внешнем 
мире» (Лобашев, 1961). Эта формулировка как нельзя 
более подходит к описанию сущности условно-рефлектор-
ного подавления ухаживания. Действительно, в природных 
популяциях при каждой встрече самцов и самок дрозофилы 
к ожидаемому самцом событию относится то, что самка яв-
ляется девственной, а к реальному — то, что в популяции 
многие самки уже оплодотворены. В любом случае высокая 
мотивация самца запускает ритуал ухаживания, при испол-
нении которого ему предстоит убедиться в том, может ли эта 
самка оставить потомство и, если нет, с учетом предыдущего 
опыта, прекратить ухаживание. А что же является сочета-
нием и мобилизацией «необходимых внутренних адаптив-
ных процессов в ответ на реальные и ожидаемые события 
во внешнем мире»?

Все более возрастающее внимание нейробиологов и 
клиницистов к каскаду ремоделирования актина, объеди-
нение разных по этиологии, зонам поражения мозга ней-
родегенеративных заболеваний под названием «болезни 
актинового цитоскелета», или кофилинопатии, указывают 
на широкий спектр внутренних адаптационных процессов, 
сопряженных с тем или иным уровнем функционирования 
этого каскада. Ключевой фермент ремоделирования акти-
на, LIMK1, оказывается на перекрестке многих регуля-
торных путей, так как содержит LIM и PDZ домены для 
осуществления межмолекулярных белок-белковых вза-
имодействий (Edvards, Gordon, 1999). LIMK1 влияет на 
транскрипцию через активацию CREB (Yang et al., 2004), 
участвует в перестройках актинового цитоскелета в де-
ндритах (Endo, Ohashi, Mizuno, 2007). Активность LIMK1 
регулируется микроРНК — miRNA-134, которая связы-
вается с 3'-UTR мРНК для LIMK1, и этот комплекс транс-
портируется к синапсам дендритов, где в ответ на стиму-
ляцию экстраклеточными нейротрофическими факторами 
происходит мРНК LIMK1 локальная трансляция (Schratt 
et al., 2006). Гиперэкспрессия miRNA-134 подавляет 
транскрипцию CREB, тем самым нарушая синаптическую 
пластичность, процессы обучения и формирования памя-
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ти (Gao et al., 2010). Ранее при ПЦР-картировании гена 
limk1 дрозофилы мы показали, что линиям дикого типа 
Oregon-R и Berlin, а также мутантной линии agnts3 свой 
ственны определенные модификации либо в структур-
ной, либо в регуляторной областях гена (Медведева и др., 
2008). Поэтому интересно проследить возможную вза-
имосвязь между содержанием и соотношением изоформ 
LIMK1, наблюдаемых у каждой из проанализированных 
линий, с организацией полового поведения.

Первое, что обращает на себя внимание при рассмот-
рении результатов вестерн-блот анализа — содержание 
D-изоформы у линии дикого типа Berlin двукратно превы-
шает уровень Canton-S. Для этой линии также свойственно 
уникальное 5-кратное увеличение соотношения D/C изо-
форм. Наоборот, для линии дикого типа Oregon-R харак-
терно 5-кратное уменьшение соотношения D/C изоформ 
относительно Canton-S. И только мутант agnts3 проявляет 
повышенное содержание обеих изоформ в 2,5 раза, хотя их 
соотношение сопоставимо с наблюдаемым у Canton-S.

Каковы последствия этого на уровне поведения? 
Первое, что важно с популяционной точки зрения — это 
эффективность ухаживания, резко нарушенная, как ни 
странно, у линии дикого типа Berlin. Для того, чтобы реа-
лизовалось это нарушение, по-видимому, важна длитель-
ность латентного периода ухаживания. Действительно, у 
всех линий этот параметр выше, чем у Canton-S, причем 
у линии Berlin в четыре раза. По-видимому, сама дли-
тельность ухаживания не столь критична для итоговой 
его эффективности, в то время как резкое, почти 3-крат-
ное снижение индекса пения при исполнении брачной 
песни, отличающее эту линию от всех других, в наиболь-
шей мере сказывается на эффективности ухаживания. 
Отражаются ли все эти характерные особенности линии 
Berlin на ее способности к обучению и сохранению памя-
ти? Они незначительны при визуальной регистрации как 
всех элементов ухаживания, так и отдельно вибрации 
крыла, однако тут же дают о себе знать при переходе к 
более точному уровню анализа с использованием уста-
новки для автоматической регистрации звукопродукции, 
приводя к парадоксальному, отрицательному значению 
индекса обучения как сразу, так и через 3 часа после тре-
нировки. По-видимому, это является результатом других 
характерных особенностей звукопродукции данной ли-
нии — уменьшение основной частоты синусоидальной 
песни наряду с повышением такого семантического ком-
понента, как межимпульсный интервал.

К чему приводит дисбаланс изоформ LIMK1 в пользу бо-
лее длинной и менее активной изоформы C у линии дикого 
типа Oregon-R? И эффективность ухаживания, и индекс пе-
ния у нее такие же, как у Canton-S, хотя и межимпульсный 
интервал, и основная частота синусоидальной песни значи-
мо отличаются. Но уже при визуальной регистрации обна-
руживается нарушение среднесрочной памяти как при учете 
всех элементов ритуала ухаживания, так и при учете только 
вибрации крыла. При использовании установки для автома-

тической регистрации звукопродукции выявляется также и 
неспособность к обучению сразу после тренировки.

Повышение содержания обеих изоформ LIMK1 в 2.5 раза 
у мутантной линии agnts3 при их сопоставимом с наблюдаемым 
у Canton-S соотношении, также не сказывается на эффек-
тивности ухаживания и индексе пения, хотя межимпульсный 
интервал наименьший из наблюдаемых, а основная частота 
синусоидальной песни наибольшая. И обучение, и средне-
срочная память сильно нарушены, что вызвано не изменени-
ями при генерировании вибрации, а модификациями другого 
компонента ритуала ухаживания — ориентации/преследова-
ния (неопубликованные данные). Применение установки для 
автоматической регистрации звукопродукции позволяет вы-
явить нарушение обучения.

Анализ динамики импульсной и синусоидальной 
песен, а также их соотношения в норме, сразу после 
тренировки и через 3 часа интересен для сопостав-
ления двух методик. Действительно, для Canton-S 
свойственно рефлекторное подавление ухаживания, 
что видно и при рассмотрении его динамики с учетом 
как всех элементов ухаживания, так и отдельно вибра-
ции. Визуально регистрируемая вибрация крыла сам-
ца дрозофилы отражает импульсную песню, в связи с 
чем вполне закономерны ее изменения при обучении, 
а отклонения при звукоизлучении будут свидетельс-
твовать о нарушениях условно-рефлекторного подав-
ления ухаживания, что мы и видим для линии дикого 
типа Oregon-R. Одни и те же закономерности выявля-
ются обеими методиками и для мутантной линии agnts3. 
Только автоматическая регистрация звукопродукции, 
как более тонкий и точный способ анализа поведения, 
выявляет снижение способности к обучению, связан-
ное, по-видимому, с серьезными нарушениями пара-
метров ухаживания. По всей видимости, обнаружен-
ное своеобразие линии Oregon-R является результатом 
уникального, 5-кратного уменьшения относительно 
Canton-S соотношения D/C изоформ LIMK1.

Выявляемое нами изменение соотношения изоформ 
LIMK1 в мозгу самцов Berlin и Oregon-R, возможно, 
является результатом изменений альтернативного 
сплайсинга гена limk1, причиной которого, по всей ви-
димости, служат точковые мутации — трансверсии и 
трансцизии, а также инсерции и делеции у этих линий, 
выявляемые нами при проводимом секвенировании 
гена limk1 (неопубликованные данные).

При сохранении баланса изоформ в мозгу самцов аgnts3 
отмечается высокий уровень LIMK1. Повышенный уро-
вень содержания LIMK1 у самцов линии agnts3, возможно, 
связан с наличием в 3'-некодирующей области гена limk1 
инсерции (Медведева и др., 2008), которая может изменять 
его регуляцию.

По современным представлениям, один ген может регу-
лироваться несколькими миРНК, а одна миРНК способна 
регулировать большое число генов (Medvedeva, Zhuravlev, 
Savvateeva-Popova, 2010). Кроме уже упомянутой miRNA-
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134, регулирующей активность LIMK1, обнаружены 
miRNA-103 и miRNA-107, связывающиеся с 3'-UTR кофи-
лина, основного субстрата LIMK1 (Yao et al., 2010). Репрес-
сию ряда миРНК детектируют как на пресимптоматической 
стадии развития болезни Альцгеймера, так и непосредствен-
но при выявлении симптомов (Schonrock et al., 2010).

miRNA-134 была обнаружена при использовании про-
граммы для биоинформационного анализа MicroInspector 
(Rusinov et al., 2005), мы решили обратиться именно к тако-
му способу анализа. В этой связи был поставлен вопрос — 
несет ли район 3'-UTR гена limk1 дрозофилы, содержащий 
вставку транспозона, сайты связывания микроРНК, регули-
рующих активность LIMK1. С использованием программы 
MicroInspector было выявлено 13 сайтов связывания мик-
роРНК (Medvedeva, Zhuravlev, Savvateeva-Popova, 2010).

заключение

Созданная модель позволяет обратиться к экспери-
ментальному изучению процессов регуляции с участием 
микроРНК на примере Drosophila melanogaster (Botella 
et al., 2009; Moloney et al., 2009; Rincon-Limas et al., 
2010). Нервные сети насекомых устроены существенно 
проще, чем у млекопитающих, но обладают сходными 
функциональными возможностями и их работа основа-
на на использовании общих молекулярных компонентов, 
кодируемых гомологичными генами (параллелизм функ-
ций по Л. А. Орбели и М. Е. Лобашеву).
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EffEct of LIM KINaSE 1 ISoforM ratIo  
oN DroSophILa MELaNogaStEr courtShIp  
bEhavIor: a coMpLEX approach 

А. N. Kaminskaya, Е. А. Nikitina, Т. L. Payalina, D. А. Моlotkov, 
G. А. Zakharov, А. V. Popov, Е. V. Savvateeva-Popova

SuMMary ` : LIMK1 — is the key enzyme of actin remodeling which 

controls dendritic spine morphology necessary for synaptic plasticity 

during learning and memory formation. conditioned courtship sup-

pression paradigm and a set-up for communicative sound production 

during courtship were used to asses learning acquisition and memory 

formation in four Drosophila strains polymorphic for the limk1 gene 

harbored by the agnostic locus: the wild type strains Canton-S, Berlin, 

Oregon-R and the mutant аgnts3. behavioral performances were com-

pared to the brain content and ratio of two LIMK1 isoforms in these 

Drosophila strains.

K ` Ey worDS: limk1; courtship; sound production; learning; mem.
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