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Резюме. Щелочные фосфатазы широко распростра-
нены в природе и обнаружены среди разнообразных групп
организмов. У насекомых этот фермент участвует в регу-
ляции синтеза дофамина, являющегося элементом нейро-
эндокринной системы, которая контролирует поведение,
размножение и способность к адаптации. Данная статья
посвящена исследованию активности щелочной фосфата-
зы у имаго двух экономически значимых чужеродных для
Западной Сибири видов короедов, Ips amitinus (Eichh.) и
Polygraphus proximus Blandf. Измерение активности фер-
мента проведено в нормальных условиях и при воздей-
ствии теплового стресса (+38°С) различной продолжи-
тельности. Установлено, что через час после начала
теплового воздействия активность щелочной фосфатазы
повышается у особей обоих изученных видов, однако вы-
раженность реакции на тепловой стресс у P. proximus
значительно выше, чем у I. amitinus, что может объяс-
няться различиями в выборе микростаций этими видами.

Abstract. Alkaline phosphatases are widespread in nature
and can be found in various groups of organisms. In insects,
this enzyme is involved in synthesis regulation of dopamine, an
element of the neuroendocrine system, which controls behav-
iour, reproduction and adaptation. This research is devoted to
the study of the alkaline phosphatase activity in imagoes of
two economically important bark beetle species alien to West-
ern Siberia, Ips amitinus (Eichh.) and Polygraphus proximus
Blandf. Enzyme activity was measured under normal condi-
tions and heat stress (+38°C) of various durations. It was
found that an hour into the heat exposure, the activity of
alkaline phosphatase increased in individuals of both species.
However, the amplitude of the heat stress response in

P. proximus was significantly higher than in I. amitinus,
which could probably be explained by differences in the choice
of microhabitat.

Введение
Короеды (Coleoptera: Curculionidae,

Scolytinae) — одна из наиболее значимых для лес-
ных экосистем групп жесткокрылых, способных
образовывать очаги массового размножения и при-
водить к гибели обширные площади древостоев
[Kirkendall et al., 2015]. Наиболее вредоносными на
территории Западной Сибири на данный момент яв-
ляются два инвазионных вредителя темнохвойных
насаждений — союзный (многоходый) короед Ips
amitinus (Eichh.) европейского происхождения
[Kerchev et al., 2019; Kerchev, Krivets, 2021; Musolin
et al., 2022], и уссурийский (белопихтовый) поли-
граф Polygraphus proximus Blandf., проникший из
дальневосточного региона [Kerchev, 2014; Musolin
et al., 2022].

Как и большинство стволовых вредителей оба
вида основную часть своей жизни проводят под
корой кормовых растений, прокладывая маточные
и личиночные галереи во время питания в верхней
заболони и тканях луба дерева [Kerchev, 2014;
Kerchev et al., 2019; Musolin et al., 2022]. В инвази-
онном ареале новой кормовой породой уссурийс-
кого полиграфа стала пихта сибирская Abies sibirica
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Ledeb., на которой он повреждает надкомлевую
часть ствола. Союзный короед в Сибири стал аг-
рессивным вредителем сосны кедровой сибирской
Pinus sibirica Du Tour, повреждающим преимуще-
ственно зону тонкой коры в вершинной части кро-
ны на старых и стволов на молодых деревьях
[Musolin et al., 2022].

Важным вопросом в инвазионной биологии явля-
ется адаптивная способность чужеродных видов к
новым условиям, позволяющая не только формиро-
вать устойчивые самовоспроизводящиеся популя-
ции, но и становиться доминантами в аборигенных
сообществах [Kirpotin et al., 2021]. Преимуществен-
но исследования проводятся на уровне функциональ-
ного взаимодействия чужеродного вида с новой сре-
дой, фауной и флорой [Kerchev, 2014; Kirpotin et al.,
2021], в то же время совершенно ничего не известно
относительно многих биохимических и физиологи-
ческих и нейрогуморальных особенностей, ставших
предпосылками успешности чужеродных видов в
инвазионном ареале.

Щелочные фосфатазы (ЩФ; КФ 3.1.3.1) широ-
ко распространены в природе и обнаружены во мно-
гих организмах от бактерий до человека [McComb
et al., 1979; Trowsdale et al., 1990; Eguchi, 1995].
ЩФ особенно активна в тканях с активным мемб-
ранным транспортом, таких как эпителиальные клет-
ки кишечника [Eguchi, 1995] и мальпигиевых ка-
нальцев [Khoja, 1991]. Например, ЩФ присутствует
в пищеварительном канале тутового шелкопряда
Bombix mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera;
Bombycidae) [Eguchi et al., 1990], в слюнной железе
белокрылки Bemisia tabaci (Gennadius, 1889)
(Hemiptera; Aleyrodidae) [Funk, 2001], в мозге и
мальпигиевых сосудах Drosophila melanogaster
(Meigen, 1830) (Diptera; Drosophilidae) [Yang et al.,
2000]. Фермент также обнаружен у колорадского
жука Leptinotarsa decemlineata (Say, 1824)
(Coleoptera; Chrysomelidae) [Yi, Adams, 2001] и у
нескольких видов комаров [Igbokwe, Mills, 1982;
Houk, Hardy, 1984]. За немногими исключениями,
ЩФ являются гомодимерными ферментами, и каж-
дый каталитический центр содержит три иона ме-
талла, два Zn и один Mg, которые необходимы для
ферментативной активности. Ферменты катализиру-
ют гидролиз моноэфиров фосфорной кислоты, а
также катализируют реакцию трансфосфорилирова-
ния в присутствии больших концентраций акцепто-
ров фосфатов.

У насекомых ЩФ наиболее хорошо изучена у
Drosophila melanogaster, у которых этот фермент
играет существенную роль в регуляции синтеза до-
фамина (ДА), поскольку от его синтеза в значи-
тельной степени зависит уровень предшественника
ДА — тирозина, так как ЩФ превращает инертный
конъюгат тирозина, тирозин-О-фосфат, в тирозин
[Wright, 1987]. Эта реакция позволяет быстро по-
вышать концентрацию тирозина и, соответственно,
ДА в критические периоды развития и жизнедея-
тельности насекомых [Wright, 1987].

У насекомых ДА играет три различные роли:
нейрогормона, нейромедиатора и нейромодулято-
ра. Он участвует в формировании кутикулы [Kim et
al., 2000; Watanabe et al., 2013] и в регуляции синте-
за других гормонов [Pendleton et al., 2002;
Bogomolova et al., 2009]. Кроме того, ДА задей-
ствован в поведенческих реакциях, контроле реп-
родуктивной и двигательной активности
[Neckameyer et al., 2001; Pendleton et al., 2002; Kume
et al., 2005; Akasaka et al., 2010]. ДА способен регу-
лировать половое поведение насекомых [Harris,
Woodring, 1992; Sasaki, Nagao, 2001; Harano et al.,
2008]. Показано, что ДА способен влиять на интен-
сивность такой поведенческой реакции как груминг,
который является одним из способов защиты насе-
комых от паразитов и патогенов [Zhukovskaya et al.,
2013; Libersat, Gal, 2013, 2014]. Ранее было пока-
зано, что у насекомых ДА является гормоном стрес-
са [Harris, Woodring, 1992; Hirashima, Eto, 1993].
Так, было обнаружено, что различные экологичес-
кие стрессоры [Rauschenbach et al., 1993; Hirashima
et al., 2000; Rauschenbach et al., 2001; Neckameyer,
Weinstein, 2005] способны приводить к повыше-
нию уровня ДА. Причём, как показали исследова-
ния на Drosophila virilis (Sturtevant, 1916), уже че-
рез 15 мин после начала действия стрессора
(+38 °С) содержание ДА резко повышается
[Rauschenbach et al., 1993; Hirashima et al., 2000].
ДА повышается и при поражении насекомых инфек-
циями различной природы [Noguchi et al., 1995;
Alekseev et al., 2007].

Было показано, что у Drosophila в регуляции
уровня ДА щелочной фосфатазой существует об-
ратная связь: повышение уровня ДА приводит к
ингибированию активности ЩФ [Rauschenbach et
al., 1993; Hirashima et al., 2000]. Данный эффект
был показан при выбросе ДА из депо при тепловом
стрессе (+38 °С) [Sukhanova et al., 1996] и при по-
вышении уровня амина в результате мутации при
фармакологической обработке мух [Bogomolova et
al., 2010]. Таким образом, по изменениям в актив-
ности ЩФ можно судить об изменении уровня ДА.

Исследований по ЩФ у жесткокрылых крайне
мало, одно из них было проведено на колорадском
жуке, L. decemlineata (Say, 1824) [Yi, Adams, 2001],
который является наиболее опасным вредителем
картофеля во всем мире [Ferro, Voss, 1996]. В этом
исследовании была впервые установлена взаимо-
связь между активностью ЩФ в пищеварительной
и выделительной системах и стадией развития насе-
комого. Также отмечалось увеличение активности
ЩФ у диапаузирующих жуков в период индукции
диапаузы и выхода из этого состояния под действи-
ем ювенильного гормона и активатора его синте-
за — аллатотропина [Yi, Adams, 2001].

Целью данной работы было изучение физиоло-
гической стрессоустойчивости инвазионных видов,
оценённой посредством измерения активности од-
ного из ключевых ферментов синтеза ДА, ЩФ, при
тепловом стрессе. В статье приводятся данные, про-
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ливающие свет на участие системы метаболизма
ДА в развитии нейрогормональной стресс-реакции
у представителей Scolytinae.

Материалы и методы
Для исследования использовались имаго дочер-

него поколения I. amitinus и P. proximus 1–2 не-
дельного возраста. Отрезки снеголомных ветвей
P. sibirica, заселённые союзным короедом, были
собраны 8 мая 2021 г. в Лучаново-Ипатовском кед-
ровнике в Томском районе Томской области. Отре-
зок ствола A. sibirica, заселённый уссурийским по-
лиграфом, был взят в Заварзинской лесной даче
близ г. Томск 11 мая 2021 г. Видовая идентифика-
ция собранных жуков проводилась по характерным
морфологическим признакам [Krivolutskaya, 1996;
Douglas et al., 2019].

Отрезки были разделены на две части, одна из
которых использовалась для контроля стадии раз-
вития насекомых. Выращивание насекомых прово-
дилось в 60-литровых пластиковых контейнерах, при
температуре +22 °C. Контейнеры сверху закрыва-
лись мельничным газом, для предупреждения вып-
ревания отрезков. Через 20 дней было отмечено
массовое отрождение имаго. Насекомые, исполь-
зованные в эксперименте, были извлечены из ходов
непосредственно перед стресс-тестами.

Для изучения уровня активности ЩФ у взрос-
лых особей I. amitinus и P. proximus в нормальных
условиях и при тепловом стрессе (+38 °С) различ-
ной продолжительности была адаптирована мето-
дика, ранее использованная при работе с дрозофи-
лой [Sukhanova et al., 1996]. Ранее на
D. melanogaster и D. virilis было показано, что сте-
пень устойчивости насекомого к тепловому стрес-
су коррелирует с его размером. Более мелкие осо-
би D. melanogaster прогреваются быстрее, чем
более крупные особи D. virilis, и, вследствие это-
го, выживаемость у них снижается меньшей дли-
тельностью теплового стресса [Gruntenko et al.,

2004]. Поэтому в настоящем исследовании мы ис-
пользовали разную продолжительность стрессиро-
вания для более крупного I. amitinus и более мел-
кого P. proximus.

Активность ЩФ определяли спектрофотомет-
рическим методом с использованием α-нафтилфос-
фата в качестве субстрата и соли прочного синего
RR в качестве красителя, описанным ранее для
D. melanogaster [Sukhanova et al., 1996] и модифи-
цированным для имаго I. amitinus и P. proximus.
Непосредственно перед измерением активности
ЩФ жуков замораживали в жидком азоте
(–195,75 °C) и затем удаляли элитры. Каждое насе-
комое по отдельности гомогенизировалось на льду
в 0,1 М трис-фосфатном буфере, рН 8,60 (Sigma,
Сент-Луис, США). В связи с большим весом жуков
по сравнению с дрозофилой, мы увеличили количе-
ство раствора, используемого для гомогенизации
индивидуальной особи. Калибровочная кривая за-
висимости активности ЩФ от количества особей в
единице объёма раствора для гомогенизации
(120 мкл 0,1 М трис-фосфатного буфера, рН 8,60)
имеет линейный характер (рис. 1). При выборе объё-
ма раствора для гомогенизации, необходимого для
одного измерения, мы также руководствовались
тем, насколько полно проходит гомогенизация. Та-
ким образом, были выбраны следующие количе-
ства раствора для гомогенизации: 40 мкл в случае
уссурийского полиграфа и 60 мкл в случае союзно-
го короеда. Гомогенаты центрифугировали 5 мин
при 12000 об/мин. После центрифугирования су-
пернатант переносили в пробирки Эппендорфа
1,5 мл, в которые добавляли 1 мл реакционной сме-
си. Использовали реакционную смесь, модифици-
рованную Бекманом и Джонсоном [Beckman,
Johnson, 1964], которая содержала (на 100 образ-
цов): 100 мл 0,1 М Трис-буфера рН 8,60 (Sigma,
Сент-Луис, США), 100 мг α-нафтилфосфата (ICN,
Москва, Россия), 100 мг соли прочного синего РР
(Олдрич, Милуоки, США), 230 мкл 10 % MnCl
(ЗАО «Реахим», Россия), 230 мкл 10 % MgCl (ЗАО

Ðèñ. 1. Êðèâàÿ çàâèñèìîñòè àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (ÙÔ) îò êîëè÷åñòâà îñîáåé â åäèíèöå îáú¸ìà ðàñòâîðà äëÿ
ãîìîãåíèçàöèè ó îñîáåé ñîþçíîãî êîðîåäà (À) è óññóðèéñêîãî ïîëèãðàôà (Á).

Fig. 1. Curve of dependence of alkaline phosphatase (AlP) activity on the number of I. amitinus (A) or P. proximus (B) individuals
per volume of homogenizing solution.
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«Реахим», Россия), 0,5 г поливинилпирролидона
(ICN, Москва, Россия), 2 г NaCl (ЗАО «Реахим»,
Россия). Инкубацию проводили при комнатной тем-
пературе в темноте в течение 25 мин (в течение
40 мин, как мы показали ранее [Sukhanova et al.,
1996], реакция шла линейно во времени) и реакцию
останавливали добавлением 3 мл ледяной дистил-
лированной воды. Оптическую плотность получен-
ного продукта реакции измеряли при 470 нм на спек-
трофотометре SmartSpecTMPlus (Bio-Rad,
Филадельфия, Пенсильвания, США). Активность
ЩФ представлена в относительных единицах (опти-
ческая плотность x 100). Размер выборки варьиро-
вал от 10 до 15 особей в каждой группе.

Стресс-реактивность ЩФ рассчитывали, как про-
цент повышения активности фермента у каждой под-
вергнутой тепловому воздействию особи относи-
тельно среднего значения для данной группы в
нормальных условиях.

Достоверность различий между группами оце-
нивали, используя t-критерий Стъюдента.

Результаты и обсуждение
Данные измерения активности ЩФ в нормаль-

ных условиях и после теплового стресса (+38 оС) у
союзного короеда продолжительностью 1–3 часа,
показывают повышение активности ЩФ (отличия
от контроля р < 0,001 для 1–2,5 ч и р < 0,01 для 3 ч,
соответственно). При более длительном воздей-
ствии стресса активность ЩФ возвращается в нор-
му (рис. 2).

У уссурийского полиграфа в аналогичном экс-
перименте под действием теплового стресса про-
должительностью 1–2 часа активность ЩФ по срав-
нению с контролем возрастает (р < 0,001 для 1 ч и
р < 0,01 для 2 ч, соответственно). При этом более
краткий тепловой стресс длительностью 0,5 часа не
отражается на активности фермента (рис. 3).

Мы также рассчитали интенсивность ответа ЩФ
на тепловой стресс (стресс-реактивность) для обо-
их исследованных видов (рис. 4). Хорошо видно,
что уровень стресс-реактивности ЩФ уссурийско-
го полиграфа намного выше по сравнению с союз-
ным короедом (p < 0,001) у групп, подвергавшихся
действию термического стресса, как в течение 1
часа, так и в течение 2 часов.

Ранее было установлено, что у насекомых ЩФ
как фермент, регулирующий уровень ДА [Wright,
1987], задействована в нейроэндокринной стресс-
реакции: активность ЩФ резко падает под действи-
ем теплового стресса [Sukhanova et al., 1996].

Примечательно, что в отличие от полученных
ранее на дрозофиле результатов, активность ЩФ
при тепловом стрессе у обоих изученных видов
короедов (рис. 2, 3) повышается. Возможно, это
может быть связано с разницей в поведенческих
стратегиях дрозофил и короедов при стрессе, так
как ЩФ является ферментом, регулирующим уро-

вень ДА [Wright, 1987], участвующего в регуляции
двигательной активности [Neckameyer, 2001;
Pendleton et al., 2002; Kume et al., 2005; Akasaka et
al., 2010].

Необходимо отметить, что у Drosophila через
некоторое время после начала теплового стрессиро-
вания снизившаяся под его действием активность
ЩФ снова повышается, возвращаясь к своим пока-
зателям в нормальных условиях [Sukhanova et al.,
1996]. Наше исследование показало, что у союзного
короеда изменённая в результате стрессирующего
воздействия активность ЩФ через четыре часа пос-
ле начала стресса также возвращается к показате-
лям, характерным для нормальных условий.

Можно предположить, что различные поведен-
ческие стратегии могут потребовать различных

Ðèñ. 2. Àêòèâíîñòü ÙÔ ïðè êðàòêîâðåìåííîì òåïëîâîì
ñòðåññå (+38 °Ñ) ðàçëè÷íîé ïðîäîëæèòåëüíîñòè (äâà ðîìáà:
p < 0,01; òðè ðîìáà: p < 0,001) ó îñîáåé ñîþçíîãî êîðîåäà.

Fig. 2. AlP activity under short-term heat stress (+38 °Ñ) of
various duration (two diamonds: p < 0,01; three diamonds:
p < 0,001) in I. amitinus individuals.

Ðèñ. 3. Àêòèâíîñòü ÙÔ ïðè êðàòêîâðåìåííîì òåïëîâîì
ñòðåññå (+38 °Ñ) ðàçëè÷íîé ïðîäîëæèòåëüíîñòè (äâà ðîìáà:
p < 0,01; òðè ðîìáà: p < 0,001) ó îñîáåé óññóðèéñêîãî ïîëèãðàôà.

Fig. 3. AlP activity under short-term heat stress (+38 °Ñ) of
various duration (two diamonds: p < 0.01; three diamonds:
p < 0.001) in P. proximus individuals.
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Заключение
Установлено, что у имаго P. proximus и

I. amitinus через час после начала теплового воз-
действия активность ЩФ в отличие от дрозофилы
повышается, что вероятно может быть связано с
разницей в поведенческих стратегиях.

Выявлено, что стресс-реактивность ЩФ при дей-
ствии теплового стресса у уссурийского полигра-
фа, предпочитающего для поселения более зате-
нённые и прохладные микростации, намного выше,
чем у более теплолюбивого союзного короеда.
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уровней ДА и, соответственно, различной активно-
сти регулирующего его фермента. Возможно, у дро-
зофил тепловой стресс вызывает череду физиоло-
гических процессов и нейроэндокринных реакций,
направленных на избегание стрессирующего тер-
мического воздействия путём активации локомо-
торной деятельности для того, чтобы покинуть не-
благоприятное место. У короедов в той же ситуации
могут работать другие механизмы. За исключени-
ем периода массового лёта и выбора благоприят-
ной микростации для образования гнезда под корой
дерева, короеды ведут оседлый образ жизни и в
основном ограничены в перемещении простран-
ством внутри ходов под корой [Kirkendall et al.,
2015]. Более высокий уровень стресс-реактивнос-
ти, обнаруженный нами у уссурийского полиграфа
по сравнению с союзным короедом, может быть
связан с тем, что уссурийский полиграф поселяется
и зимует в надкомлевой части дерева, менее под-
верженной нагреву [Kerchev, 2014], где температу-
ры соответствуют температуре воздуха. В то же
время союзный короед более теплолюбивый вид и
живёт в хорошо прогреваемых вершинах деревьев,
а зимовку проводит преимущественно в лесной под-
стилке при меньших колебаниях температуры
[Witrylak, 2008; Kerchev et al., 2019; Musolin et al.,
2022]. Эта гипотеза согласуется с предположени-
ем, высказанным недавно Люпи с соавторами [Lupi
et al., 2021]: они рассматривают повышение ЩФ у
имаго Apis mellifera (Linnaeus, 1758) (Hymenoptera;
Apidae) в конце сезона как прогностический сигнал
снижения выживаемости в зимний период, посколь-
ку для подготовки к зимовке пчёлы должны сни-
жать, а не интенсифицировать свой метаболизм.
Однако для того, чтобы подтвердить или опроверг-
нуть данную гипотезу, необходимы дополнитель-
ные исследования.
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