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Аннотация. 
Актуальность и цели. В нашей работе мы исследовали активность и неко-

торые физико-химические свойства катепсина D в личинках трутневого рас-
плода на разных стадиях онтогенеза с целью выяснения динамики изменения 
активности катепсина D и его роли в ходе развития трутневых личинок. 

Материалы и методы. Работа выполнена на личинках трутневого расплода 
разного возраста. Методом гель-фильтрации идентифицированы две формы 
фермента, различающихся по молекулярной массе. Найден рН оптимум дейст-
вия этих форм, исследовано их отношение к специфическому ингибитору  
катепсина D – пепстатину. 

Результаты. Установлена динамика изменения активности катепсина D  
в личинках трутневого расплода на разных стадиях развития. Идентифициро-
ваны две формы, различающихся по молекулярной массе, данного фермента  
в личинках трутневого расплода. Установлено, что специфический ингибитор 
для катепсина D позвоночных животных – пепстатин – является неэффектив-
ным для катепсина D личинок трутней. 

Выводы. Предполагается, что такая динамика изменения активности катеп-
сина D частично отражает метаболизм белков в клетке на конкретном этапе 
развития личинок. 
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Abstract. 
Background. In our study, we examined the activity and some physicochemical 

properties of cathepsin D in drone brood larvae at different stages of ontogeny  
in order to clarify the dynamics of changes in the activity of cathepsin D and its role 
in the development of drone larvae. 

Materials and methods. The dealt with drone brood larvae of various ages.  
By gel filtration the authors identified two enzyme forms, differing in molecular 
weight. The researchers found the pH optimum of action of these forms and studied 
their relation to a specific inhibitor of cathepsin D – pepstatin. 

Results. The authors ascertained the dynamics of changes of cathepsin D activity 
in the larvae of drone brood at different stages of development. It identified two 
forms, differing in the molecular weight of the enzyme in the larvae of drone brood. 
It was found that a specific inhibitor of cathepsin D of vertebrates – pepstatin – is 
ineffective for cathepsin D of drone larvae. 

Conclusions. It is expected that such dynamics of cathepsin D activity changes 
partially reflects the metabolism of proteins in a cell at a particular stage of larval 
development. 

Key words: cathepsine D, drone brood larvae, ontogenesis. 
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Введение 

Для понимания эволюционного развития организмов чрезвычайно важ-
но исследование молекулярных механизмов регуляции метаболизма на кон-
кретных этапах онтогенеза. Обмен веществ на протяжении всего жизненного 
цикла любого организма претерпевает существенные изменения. Особенно 
интенсивно эти процессы протекают у насекомых при смене фаз развития.  

В качестве объекта исследования мы использовали личинки трутневого 
расплода. Известно, что масса трутневой личинки за несколько суток увели-
чивается в полторы тысячи раз, что позволяет говорить о высокой интенсив-
ности обмена веществ [1]. 

Скорость и направленность метаболических процессов, как известно, 
определяются ферментативными реакциями, среди которых особо можно вы-
делить ферменты белкового катаболизма, к которым относятся протеолити-
ческие ферменты. В результате действия этих ферментов в клетке, с одной 
стороны, разрушаются «отработанные» белки, а с другой – высвобождаются 
пептиды, аминокислоты с новыми физико-химическими и биологическими 
свойствами, что, естественно, сказывается на всем комплексе обменных про-
цессов. Другими словами, протеолитические ферменты осуществляют конт-
роль над метаболизмом в клетке на протяжении всего периода существования 
живого организма. При этом изучение динамики активности протеолитиче-
ских ферментов в онтогенезе может дать существенную информацию о про-
цессах клеточной дифференцировки и морфогенеза, сопровождающих разви-
тие личинок [2]. Ряд авторов отмечают, что изучение ферментов насекомых  
в онтогенезе имеет фрагментарный характер, что также относится и к про-
теолитическим ферментам [3].  

В работе исследовали относительно хорошо изученный фермент –  
катепсин D. Большинство исследователей относят катепсин D к ферментам 
лизосомальной локализации, принимающих участие в реакциях неспецифи-
ческого протеолиза [4–7]. Также по литературным данным известно, что ка-
тепсину D и другим кислым протеазам отводится лидирующая роль в мета-
болизме запасных белков на стадии эмбриогенеза насекомых (Izumietal., 
1994; Giorgietal.,1994). 

Цель нашего исследования – изучение активности катепсина D и не-
которых его физико-химических свойств на разных стадиях развития трутне-
вых личинок. 

Объект и методы исследования 

Объектом нашего исследования служили личинки трутневого расплода 
1, 2, 3, 4, 5–6- и 7-суточного возраста. Исследование активности катепсина D 
проводили в водных экстрактах трутневых личинок: 1 г личинок гомогенизи-
ровали в 10 мл 0,9 %-го NaCl, затем на рефрижераторной центрифуге в тече-
ние 30 мин при 10 000 об/мин отделяли оставшиеся неразрушенные клетки и 
субклеточные структуры, сливали супернатант и в нем определяли актив-
ность фермента. Все операции по приготовлению проб и составлению инку-
бационной смеси проводили в ледяной бане при температуре 5–7 °С. 
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В качестве субстрата для определения активности исследуемого фер-
мента использовали 8 %-й гемоглобин. За единицу активности фермента 
принимали такое его количество, которое катализирует высвобождение  
1 мкмоля продукта реакции (тирозина) за 1 мин на 1 мг белка. Количество 
выделившегося тирозина определяли по калибровочной кривой.  

Для проведения опытов по изучению активности катепсина D в инку-
бационную среду, содержащую 120 мкл 100 мМнатрий-ацетатного буфера 
(рН = 4,5), добавляли 40 мкл 10 %-го экстракта трутневых личинок, 40 мкл  
8 %-го гемоглобина, перемешивали и на 40 мин помещали в водяной термо-
стат на инкубацию при температуре 37 °С. Реакцию останавливали добавле-
нием 200 мкл 5 %-го раствора ТХУ. Пробы центрифугировали 20 мин при 
4000 об/мин и отбирали 100 мкл супернатанта на проведение цветной реак-
ции. Количество продуктов гидролиза гемоглобина определяли по методу 
Лоури [8]. Из полученной величины оптической плотности опытных проб 
вычитали величину оптической плотности соответствующих контрольных 
проб, которые отличались от опытных проб тем, что ТХУ в них вносили пе-
ред добавлением субстрата. 

Для определения молекулярной массы катепсина D использовали гель-
фильтрацию, которую осуществляли на колонке 40*1,5 см с сефадексом  
G-100. На колонку, предварительно уравновешенную 0,9 %-м NaCl, наносили 
0,5 мл 10 %-го экстракта (2 мг белка). Скорость элюции белков с колонки со-
ставила 20 мл/ч, собирали 28 проб по 2 мл. Параметры колонки: свободный 
объем – 16 мл, рабочий – 56 мл. Свободный и внутренний объем колонки  
определяли по голубому декстрану и рибофлавину [9]. Концентрацию элюи-
рующих белков измеряли спектрофотометрически при длине волны 280 нм.  
В каждой фракции определяли протеолитическую активность фермента.  
В качестве маркерных белков для определения молекулярной массы исполь-
зовали БСА (Mr = 68 000 Да), яичный альбумин (M = 42 000 Да), цитохром С 
(Mr = 12 000 Да). 

Статистическую обработку данных осуществляли с использованием 
программы Microsoft Excel 2010. Сравнение средних значений показателей 
активности проводили с использованием t-критерия Стьюдента и критерия U 
Манна – Уитни. 

Результаты и их обсуждение 

Из литературных данных известно, что рН оптимум катепсина D у на-
секомых отличается от аналогичного фермента в тканях позвоночных живот-
ных (Liu et al., 1996; Giorgi et al., 1997; Иванов,1985). В связи с этим нами был 
проведен кинетический анализ: подбор оптимума рН действия, концентрации 
субстрата, времени инкубации, а также ингибиторный анализ. 

Для определения рН оптимума действия катепсина D измерение протео-
литической активности вели в диапазоне рН от 3,0 до 6,0 с интервалом точек 
рН 0,5. Полученные результаты (рис. 1) показали, что оптимум рН действия 
катепсина D равен 4,5 и практически на единицу сдвинут в щелочную об-
ласть в отличие от такового фермента тканей и органов позвоночных живот-
ных, где рН оптимум данного фермента 3,8 (Е. Пресс, 1960; Huang, Tappel, 
1971). 
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Рис. 1. Зависимость активности катепсина D  
личинок трутневого расплода от рН инкубационной среды 

 
Ингибиторный анализ показал, что специфический ингибитор катепси-

на D – пепстатин – незначительно снижает его активность, не более чем на  
7–10 %. Подобные данные были получены рядом исследователей на других 
насекомых [10]. 

На рис. 2 представлены результаты исследований активности фермента 
в личинках трутневого расплода разного возраста. 

 

 

Рис. 2. Удельная активность катепсина D, содержание белка в личинках  
трутневого расплода на разных стадиях развития (M ± m, n = 5) 

 
Из рис. 2 видно, что активность катепсина D наименьшая и практи-

чески одинакова в личинках 1- и 2-суточного возраста. Далее, на 3-е сутки,  
активность фермента увеличивается в 2 раза и затем снижается на 4, 5, 6-е и  
7-е сутки, но остается еще выше активности, обнаруживаемой у односуточ-
ных личинок. По всей видимости, увеличение активности катепсина D на  
3-и сутки связано с началом активизации процесса гидролиза эндогенных за-
пасных белков с целью обеспечения строительным материалом для синтеза 
новых белков. Активация катепсина D при тех или иных перестройках в ор-
ганизме разных животных отмечена в ряде работ других авторов [4, 6, 11].  

Как показано на рис. 3, активация катепсина D происходит уже на  
1-е сутки развития личинки и достигает максимума на 3-и сутки, на 4–6-е сут-
ки активность катепсина D снижается, в то время как масса личинки резко 
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возрастает с 120 до 280 мг. Надо полагать, что 3-и сутки развития личинки 
являются критическими для активации катепсина D. 

 

 

Рис. 3. Общая активность катепсина D,  
масса личинок на разных стадиях развития (M ± m, n = 5) 

 
Результаты фракционирования растворимых белков 10 %-го водного 

экстракта 3-суточных трутневых личинок методом гель-фильтрации пред-
ставлены на рис. 4. 

 

 

Рис. 4. Фракционирование растворимых белков 10 %-го водного экстракта  
3-суточного трутневого расплода на колонке с сефадексом G-100 

 
При гель-хроматографическом разделении установлено, что активность 

катепсин D-подобной протеиназы проявилась в двух формах, существенно 
различающихся по молекулярным массам (см. рис. 4). Из литературных дан-
ных известно, что катепсин D в клетках существует в виде изоформ. По мне-
нию Танга и соавторов, существование изоформ обусловлено либо микро-
гетерогенностью тяжелой цепи фермента (положение 228 может занимать как 
остаток лизина, так и серина, а положение 241 – остатки глицина и глутами-
на), либо микрогетерогенностью олигосахаридов, связанных с остатком Asn-70 
(Азарян, 1989).  
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По-видимому, сразу за свободным объемом колонки проявляют актив-
ность высокомолекулярные формы фермента (120 кДа). Что же касается  
активности в 21 фракции, то по молекулярной массе (30 кДа) он соответству-
ет таковым ферментам, обнаруженным ранее у других насекомых [10, 11]  
(рис. 5). Существование изоформ катепсина D с подобными молекулярными 
массами (45000 Д и 110000 Д) было показано ранее в экстракте мозга крыс 
(Нурмагомедова и др., 1983). 

 

 
Рис. 5. Калибровочная кривая:  

1 – цитохром С; 2 – яичный альбумин; 3 – БСА; 4 – катепсин D 
 
Обнаруженные формы фермента повторяются на каждом этапе онтоге-

неза личинки, но соотношение их меняется (рис. 6). 
 

 
Рис. 6. Фракционирование растворимых белков 10 %-го экстракта  

5, 6-суточного трутневого расплода на колонке с сефадексом G-100 
 

Был проведен частичный анализ по изучению физико-химических 
свойств обнаруженных форм фермента. Определение рН оптимума представ-
лено на рис. 7. Из рисунка видно, что рН обеих форм совпадает и соответст-
вует 4, 5. 
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Рис. 7. РН оптимум изоформ катепсина D 

 
В наших опытах было показано, что пепстатин ингибирует катепсин D 

трутневых личинок на 7–10 %, в то время как обнаруженные нами отдельные 
формы он ингибирует на 20–21 %. Исходя из этого, можно сказать, что пеп-
статин является неэффективным ингибитором для катепсина D трутневых 
личинок так же, как и для катепсина D некоторых других насекомых [10]. 

Заключение 

Активность катепсина D различна в личинках трутневого расплода  
в зависимости от стадии их развития. Методом гель-фильтрации идентифи-
цировано две формы фермента, различающиеся по молекулярным массам: 
высокомолекулярная (100–120 кДа) и низкомолекулярная (30–40 кДа).  
Последующие исследования с выделением и очисткой катепсина D позволят 
внести ясность по обнаруженным нами формам фермента. 
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