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Аннотация. Ранее нами описан ген factor of interpulse interval (fipi,  
он же CG15630), снижение экспрессии которого в нервной системе 
приводит к изменениям параметров импульсной песни ухаживания 
самцов дрозофилы, в частности к укорочению межимпульсного интервала 
(Fedotov et al. 2014). В настоящей работе мы описали структуры нервной 
системы, в которых происходит экспрессия гена fipi, а также исследовали 
роль этого гена в реализации поведения ухаживания, включая его 
модификацию в результате предшествующего опыта ухаживания  
за нерецептивной оплодотворенной самкой. Известно, что такой опыт 
(обучение) снижает интенсивность последующих ухаживаний самца  
за другими самками. Экспрессия маркерного белка GFP под контролем 
промотора гена fipi была обнаружена в локальных интернейронах 
антеннальных долей, в гамма-нейронах Кеньона и зрительных нейронах 
оптических долей. Блокирование синаптической передачи от fipi-нейронов 
снижало эффективность подавления ухаживания, а усиление возбудимости 
этих нейронов способствовало более длительному сохранению эффекта 
подавления. Нокдаун гена fipi не вызывал отклонений в подавлении 
ухаживания, однако увеличивал интенсивность ухаживания у самцов 
без обучения. Полученные результаты показывают, что fipi-нейроны 
вовлечены в регуляцию поведения ухаживания, и позволяют предположить, 
что экспрессия гена fipi в гамма-нейронах грибовидных тел участвует  
в механизмах формирования краткосрочной памяти в данной форме 
обучения.

Ключевые слова: дрозофила, половое поведение, краткосрочная память, 
гамма-нейроны, подавление ухаживания, обонятельные сигналы.
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Abstract. Previously, we described gene factor of interpulse interval (fipi,  
aka CG15630), whose decreased expression in the nervous system led  
to the changes in the parameters of a pulse song — a component of courtship 
in Drosophila males, in particular, to the reduction of the interpulse interval 
(Fedotov et al. 2014). In this study, we describe the structures of the nervous 
system, where the fipi gene is expressed. We also examine the role of this gene 
in courtship behavior, including its modification as a result of previous 
experience of a male courting a non-receptive fertilized female. It is known 
that such experience (learning) reduces the intensity of subsequent courtship 
of a male as regards other females. The expression of the GFP marker protein 
under control of the fipi gene promoter was detected in local interneurons 
of the antennal lobes, in Kenyon gamma-neurons, and in visual neurons  
of the optical lobes. The blocking of synaptic transmission from fipi neurons 
reduced the efficiency of courtship suppression, and increased the excitability 
of these neurons, which resulted in a longer retention of the suppression 
effect. The knockdown of the fipi gene did not cause abnormalities  
in the courtship suppression, instead, it increased courtship intensity in males 
with no experience. The results show that fipi neurons are involved  
in the regulation of courtship behavior, and suggest that the expression  
of the fipi gene in gamma-neurons of mushroom bodies is involved  
in the formation of a short-term memory in this form of learning.

Keywords: Drosophila, sexual behavior, short-term memory, gamma neurons, 
courtship suppression, olfactory signals.
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Введение

Изучение функций генов, от которых зависит 
работа нейронных сетей, ответственных за ре-
ализацию и регуляцию различных форм пове-
дения, представляет собой важный аспект со-
временной нейрогенетики. Поведение 
ухаживания самцов дрозофилы интересно тем, 
что оно представляет собой комплекс фикси-
рованных действий (ритуал ухаживания), кото-
рый подвержен модификациям в результате 
приобретения индивидуального опыта. Кроме 
того, такой компонент ритуала ухаживания, как 
брачная песня самцов, может изучаться  
не только путем наблюдения за поведением,  
но и путем анализа звукозаписи, что дает пред-
ставление о запуске, остановке и интенсивности 
работы центрального генератора моторного 
паттерна импульсной песни. Интенсивность его 
работы отражается в межимпульсном интерва-
ле: чем он короче, тем интенсивнее работает 
генератор. Ранее нами был описан ген factor  
of interpulse interval (fipi, он же CG15630), сни-
жение экспрессии которого в нервной системе 
приводит к изменениям параметров импульсной 
песни ухаживания самцов дрозофилы, в част-
ности к укорочению межимпульсного интерва-
ла (Fedotov et al. 2014). Анализ эффектов локаль-
ного нокдауна fipi в различных типах нейронов 
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позволил заключить, что данный ген вовлечен 
в обработку ольфакторных сигналов, регулиру-
ю щ и х  м е ж и м п ул ь с н ы й  и н т е р в а л  
в песне ухаживания (Fedotov et al. 2018). В на-
стоящей работе мы описали структуры нервной 
системы, в которых происходит экспрессия гена 
fipi, а также исследовали роль этого гена в реа-
лизации поведения ухаживания, включая его 
модификацию в результате предшествующего 
содержания с нерецептивной оплодотворенной 
самкой.

Ритуал ухаживания представляет собой врож-
денную последовательность действий, которые 
самец дрозофилы совершает перед попытками 
копуляции с самкой (Spieth 1974). При зритель-
ном обнаружении самки он сближается с ней 
на расстояние 1–2 размеров тела (ориентация), 
идентифицируя вид, пол и рецептивность сам-
ки по обонятельным и вкусовым хемосигналам. 
Пусковым сигналом для дальнейшего ухажива-
ния является детекция видоспецифичных аф-
родизиаков (кутикулярных углеводородов)  
на теле самки вкусовыми рецепторами передних 
лапок самца. Далее самец вибрирует отставлен-
ным крылом, генерируя при этом импульсную 
песню ухаживания (вибрация). Если самка убе-
гает, то самец преследует ее (преследование),  
в том числе продолжая вибрировать крылом 
(вибрация на бегу). Восприятие самкой видо-

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
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специфичной песни самца усиливает ее рецеп-
тивность и снижает скорость ее передвижения. 
В финальной стадии ритуала самец облизывает 
гениталии самки и совершает попытки копуля-
ции, которые в конце концов завершаются 
успешным спариванием, если это зрелая дев-
ственная самка. Оплодотворенные и незрелые 
девственные самки нерецептивны, т. е. копуля-
ция с ними невозможна.

Предварительное содержание самца с опло-
дотворенной самкой в течение 30–60 минут 
снижает интенсивность последующего ухажи-
вания самца как за девственной (Siegel, Hall 
1979), так и за оплодотворенной самкой (Tompkins 
1984; Kamyshev et al. 1999). При сравнении про-
шедших такую тренировку самцов с наивными, 
т. е. не имеющими предшествующего опыта 
ухаживания, самцами сниженный уровень уха-
живания у тренированных самцов сохранялся 
до 3 часов, если тест проводился с девственной 
самкой, и по крайней мере до 8 часов, если объ-
ектом ухаживания была другая (не та, с которой 
проводили тренировку) оплодотворенная сам-
ка (Kamyshev et al. 1999). При этом степень по-
давления ухаживания в тесте с оплодотворенной 
самкой всегда была выше, чем в тесте с дев-
ственной. Что касается теста с девственной 
самкой, то с самых ранних работ этот эффект 
трактовался как условнорефлекторное подавле-
ние ухаживания (conditioned courtship suppression, 
или courtship conditioning). Стимулирующие 
ухаживание самца раздражители, исходящие  
от оплодотворенной самки, в ходе тренировки 
ассоциировались со стимулами, подавляющими 
ухаживание, в частности, с запахом антиафро-
дизиака цис-вакценил ацетата (цВА), который 
присутствует у самок только после их оплодот-
ворения. В последующем тесте с девственной 
самкой запах цВА так же, как и другие аверсив-
ные стимулы оплодотворенной самки, отсут-
ствовал, т. е. подавление ухаживания проис-
ходило в результате выработки условного 
рефлекса. На основании экспериментальных 
данных в качестве механизма рассматривался 
преимущественно классический павловский 
условный рефлекс (ассоциация между стимулами), 
хотя против возможной выработки ассоциации 
стимул — действие — результат (самка — ухажи-
вание — невозможность спаривания), соответ-
ствующей парадигме инструментального услов-
ного рефлекса, также никто не возражал. 
Аргументы в пользу ассоциативной природы 
этой модификации поведения суммированы  
в работе Л. С. Гриффит и А. Эдзимы (Griffith, 
Ejima 2009). В случае теста с оплодотворенной 
самкой, который мы использовали в данном 

исследовании, к причинам подавления ухажи-
вания добавляется неассоциативное обучение, 
сенситизация — увеличение чувствительности 
к цВА в ходе ухаживания за оплодотворенной 
самкой (Keleman et al. 2012), а также такой фак-
тор, как перенос обучения, ведь тест с оплодо- 
творенной самкой, по сути, является тестом 
повторного обучения (Kamyshev et al. 1999).

На сегодняшний день у дрозофилы детально 
описаны нейроны и их связи, через которые 
осуществляется запуск и регуляция поведения 
ухаживания (Auer, Benton 2016; Yamamoto et al. 
2014; Zhang et al. 2019), а также его подавление 
в случае, если самец не смог добиться копуляции 
при ухаживании за самкой (Keleman et al. 2012; 
Zhao et al. 2018). Однако изучение на клеточном 
уровне молекулярных факторов, вовлеченных 
в реализацию данной формы поведения и его 
модификацию с учетом предыдущего опыта, 
отстает от описания нейронных сетей и необ-
ходимо для описания процессов, протекающих 
в этих сетях.

Ген fipi экспрессируется преимущественно  
в центральной нервной системе (Chintapalli et 
al. 2007) и кодирует ассоциированный с мем-
бранами белок (Khanna et al. 2010), который 
относится к суперсемейству иммуноглобулинов, 
молекул клеточной адгезии и содержит 3 имму-
ноглобулиновых домена и домен фибронектина 
типа III (https://www.uniprot.org/uniprot/Q9VR25). 
У млекопитающих наибольшая гомология  
с геном fipi обнаруживается c генами нейро-
нальных молекул клеточной адгезии NCAM 
(pantherdb.org), посттрансляционные модифи-
кации которых обеспечивают процессы нейро-
нального ремоделирования и синаптической 
пластичности, в том числе в обонятельных  
луковицах и нейронах гиппокампа (Bonfanti, 
Theodosis 2009; Muller et al. 1996).

Материалы и методы

Линии мух
Во всех экспериментах использовали самцов 

Drosophila melanogaster. Условия содержания мух 
описаны ранее (Goncharova et al. 2016). Линия 
дикого типа Canton-S получена из Bloomington 
Drosophila Stock Center (BDSC, США). Транс-
генные линии мух, которые экспрессировали 
ген транскрипционного активатора GAL4 под 
контролем регуляторных областей, стоящих  
в геноме перед геном fipi, были созданы нами 
по схеме, описанной в работе Б. Д. Пфайффер 
с соавт. (Pfeiffer et al. 2008). Во всех эксперимен-
тах использовали потомство от скрещивания 

https://www.uniprot.org/uniprot/Q9VR25
http://pantherdb.org/
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самок линии 2М2 (драйвер fipi-GAL4, генотип 
y1 w67c23; P{y[+t7.7] w[+mC]=fipi672-GAL4}attP2) 
с самцами, несущими тот или иной трансген под 
контролем промотора UAS (upstream activating 
sequence). Связывание GAL4 c UAS запускает 
экспрессию трансгена, стоящего за UAS (Duffy 
2002). В контрольных скрещиваниях вместо 2М2 
брали линию 1М1 (отрицательный контроль, ге-
нотип y1 w67c23; P{y[+t7.7] w[+mC]=pBPGw}attP2), 
в которой трансген GAL4 не экспрессировался 
ввиду отсутствия промотора. Были использо-
ваны следующие линии с UAS-трансгенами из 
BDSC: #32186 (w[*]; P{w[+mC]=10XUAS-IVS-
mCD8::GFP}attP40), далее GFP, для маркирова-
ния клеток белком GFP, #28838 (w[*]; 
P{w[+mC]=UASTeTxLC.tnt}G2, далее TNT) для 
блокирования синаптической передачи легкой 
цепью столбнячного токсина, #28839 (w[*]; 
P{w[+mC]=UASTeTxLC.(-)Q}A2, далее TNT*)  
с мутантным геном легкой цепи столбнячного 
токсина, не блокирующей синаптическую пере-
дачу, #9467 (y[1] w[*]; P{w[+mC]=UASNaChBac-
EGFP}1/TM3, Sb[1], далее NaChBac) для усиления 
возбудимости нейронов экспрессией бакте- 
риального натриевого канала. Для нокдауна гена 
fipi в скрещиваниях с самцами fipi-GAL4 была 
использована линия мух #107797 (y w[1118]; 
P{KK107002}VIE-260B, далее RNAi), полученная 
из Vienna Drosophila RNAi Center (VDRC, Ав-
стрия). Данная линия содержит UAS-трансген, 
кодирующий интерферирующую РНК (hpRNA) 
к гену fipi.

Конфокальная микроскопия
Пятисуточных самцов обездвиживали на 

льду и извлекали ЦНС и антенны в фосфатном 
буфере (ФБ) путем механического препариро-
вания (Fore et al. 2011; Karim et al. 2014). Образ-
цы фиксировали в 4%-ном формальдегиде  
и инкубировали с антителами. Были использо-
ваны первичные моноклональные антитела  
к GFP (338001, BioLegend, крыса, 1:1000) и к Fas2 
(1D4, DSHB, мышь, 1:100) и вторичные поли-
клональные антитела к IgG крысы с красителем 
Alexa Fluor 488 (112–545-003, Jackson, козел, 
1:500) и к IgG мыши с красителем Alexa Fluor 
647 (ab150115, Abcam, козел, 1:500). Для окраски 
ядер во вторую порцию отмывки добавляли 
краситель DAPI (4', 6-diamidino-2-phenylindole) 
в концентрации 300 нг/мл. После отмывки  
образцы помещали в среду GDP (70%-ный гли-
церин, 2,5 % DABCO в ФБ) для хранения и ска-
нирования флуоресцентного сигнала на конфо-
кальном микроскопе.

Анализ флуоресценции проводили на кон-
фокальном лазерном сканирующем микроско-
пе LSM 710 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)  
в коллективном центре пользования «Конфо-
кальная микроскопия» Института физиологии 
им. И. П. Павлова. Анализ и редактирование 
полученных изображений выполнялся в сво-
бодно распространяемой версии ZEN 2011 (black 
edition, 64 bit, Carl Zeiss).

Оценка уровня экспрессии
Оценка уровня экспрессии гена fipi осущест-

влялась как описано ранее (Fedotov et al. 2014). 
Вкратце, из самцов выделяли тотальную РНК, 
из которой в реакции обратной транскрипции 
получали образцы кДНК, вносимые в пробы 
полимеразно-цепной реакции с детекцией  
в режиме реального времени (реал-тайм  
ОТ-ПЦР) с помощью флуоресцентного краси-
теля EvaGreen® (Biotium, BT-31000). В реакции 
использовали праймеры к первому и второму 
экзонам fipi (5'-ATTCGTTGAGATTCTCGCAA
TGCG-3', 5'-CGGCGATTTCCAATGGAGCT-3'). 
В качестве внутреннего контроля количества 
матрицы использовался рибосомальный ген 
RpL32. Статистическая обработка данных вы-
полнялась рандомизационным тестом с уровнем 
значимости α = 0,05 в программе REST 2009 
методом ΔΔСt (Pfaffl et al. 2002).

Тестирование и анализ поведения 
ухаживания самцов

Тестирование поведения ухаживания под-
робно описано в работе Гончаровой с соавт. 
(Goncharova et al. 2016). Экспериментальных 
самцов содержали поодиночке в течение 3 суток 
после вылупления. В день опыта самцов поме-
щали на 1 час в экспериментальную камеру 
(диаметр 15 мм, высота 5 мм) с оплодотворенной 
самкой (тренировка). После этого проводили 
тест с другой оплодотворенной самкой в новой 
камере либо сразу после тренировки, либо через 
1 час (в течение этого времени самцов содержа-
ли в стаканчике с питательной средой). Контро-
лем служили мухи того же генотипа, которых 
перед тестом помещали на 1 час в камеру без 
самки (ложная тренировка). Этограмму пове-
дения самцов регистрировали в течение  
300 секунд, фиксируя время начала отдельных 
элементов ухаживания (ориентация, вибрация 
крыла в покое и на бегу, касание брюшка самки 
передними ногами, лизание, попытка копуляции), 
а также элементов, не связанных с ухаживанием 
(побежка, прининг, покой). Каждый эксперимент 
выполнялся минимум в двух повторностях  
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по 10 мух в каждой. Для регистрации поведения, 
анализа данных и статистической обработки 
использовали компьютерную программу 
«Drosophila Courtship» (автор Н. Г. Камышев). 
Для каждого самца вычисляли частоту разных 
элементов ухаживания и сеансов ухаживания  
в целом — число инициаций за 100 с. Сравнение 
средних значений проводили тестом рандоми-
зации (Edgington 1995) при уровне значимости 
α = 0,05. Доверительные интервалы средних 
значений оценивали методом бутстрэппинга  
с коррекцией смещения и акселерации в про-
граммном обеспечении IBM SPSS Statistics 20 
(10000 итераций) (Efron, Tibshirani 1993).

Дополнительно рассчитывали доли пере-
ходов от каждого элемента поведения к другим 
элементам: число переходов конкретного типа 
относили к сумме всех переходов от данного 
элемента. Парное сравнение долей выполняли 
с помощью калькулятора в Statistica 8.0 (двусто-
ронний тест, α = 0,05). Расчет стандартных 
ошибок для долей проводили по формуле  
ст. ош. = , где p — доля конкрет-
ного перехода, n — число всех переходов  
от данного элемента.

Результаты и обсуждение

Анализ экспрессии GFP под контролем 
промотора гена fipi

Согласно литературным данным, ген fipi экс-
прессируется практически исключительно  
в ЦНС (Chintapalli et al. 2007). Для описания 
структур ЦНС, в которых экспрессируется ген 
fipi, был проанализирован паттерн экспрессии 
GFP в мозге и грудобрюшном ганглии (ГБГ) мух 
D. melanogaster с набором трансгенов fipi-GAL4/
UAS-GFP. Трансген fipi-GAL4 (драйвер) содержит 
ген транскрипционного активатора GAL4 под 
контролем промоторной области гена fipi. Транс-
ген UAS-GFP кодирует ген белка GFP, экспрес-
сия которого запускается при связывании  
активатора GAL4 с промотором UAS (upstream 
activating sequence). Так как синтез GAL4 управ-
ляется промотором fipi, то клеточные структу-
ры, в которых экспрессируется fipi, маркируют-
ся белком GFP (рис. 1). В контрольных мухах,  
у которых трансген GAL4 не содержал промо-
торной области гена fipi, GFP не выявлялся  
(см. «Методы»).

Рис. 1. Схема экспериментов с использованием системы трансгенов GAL4/UAS. Ген транскрипционного 
активатора GAL4 под контролем промотора гена fipi вставляется в геном дрозофилы в сайте 3L, 68A4. 

Полученные трансгенные мухи скрещиваются с линиями мух, которые содержат трансген под контролем 
промотора UAS. В потомстве GAL4 связывается с UAS и запускает транскрипцию трансгена под 

контролем UAS. Трансген экспрессируется лишь в клетках, где активен промотор fipi, и позволяет 
маркировать эти клетки (GFP), подавлять в них экспрессию fipi интерферирующей РНК (RNAi), 

блокировать синаптическую передачу TeTxLC, или (TNT)

Fig. 1. A scheme of experiments using the GAL4/UAS transgene system. The transcriptional activator  
GAL4 gene under control of the fipi gene promoter is inserted into the Drosophila genome at site 3L, 68A4.  

The resulting transgenic flies are crossed with flies that contain the transgene under control of the UAS promoter. 
In the offspring, GAL4 binds to UAS and initiates transcription of the transgene under control  

of UAS. The transgene is expressed only in cells where the fipi promoter is active. This allows to label these cells 
(GFP), suppress fipi expression with interfering RNA (RNAi), and block synaptic transmission TeTxLC, or (TNT)
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В мозге экспрессия GFP была наиболее вы-
раженной в нейронах оптических долей  
(ламина и медулла), в локальных интернейронах 
и их нейритах в антеннальных долях, а также  
в гамма-нейронах Кеньона (Kenyon cells, Aso  
et al. 2014) и их отростках в гамма-долях грибо-
видных тел (рис. 2). В ГБГ количество нейронов, 
маркированных GFP, было значительно меньше, 
однако тела и отростки этих нейронов обнару-
живались во всех отделах ГБГ, включая область 
крылового нейропиля и брюшной сегмент ган-
глия. В последнем нейроны были наиболее 
крупные, с идентифицируемыми отростками, 
выходящими за пределы ганглия (рис. 2).

Рис. 2. Мозг и грудобрюшной ганглий (ГБГ) мух, 
экспрессирующих GFP под контролем драйвера 
fipi-GAL4. 3D-реконструкция из конфокальных 
срезов задней (А) и передней (B) частей мозга, 
вентральной (C) и дорсальной (D) частей ГБГ. 

Масштаб отображен на осях системы координат 
(ед. изм. — микрон). Пояснения см. в тексте

Fig. 2. The brain and the thoracoabdominal ganglion 
(TAG) of flies expressing GFP under control  

of the fipi-GAL4 driver. 3D image stack reconstruction 
of confocal slices of the posterior (A) and anterior (B) 

brain, ventral (C) and dorsal (D) TAG. The scale  
is displayed on the axes of the coordinate system  
(given in microns). See the text for explanations

В исследовании Озкана с соавт. (Özkan et al. 
2012) иммуноферментный анализ выявил фи-
зическое взаимодействие белка Fipi c белком 
Fas2, ген которого так же, как и fipi, ортологичен 
генам человека NCAM. Выполненное нами 
контрокрашивание образцов мозга антителами 
к Fas2 белку не выявило его колокализации  
с GFP маркированными структурами. Fas2  
в наибольшей степени обнаруживался в альфа- 
и бета-долях грибовидных тел (рис. 3), что со-
ответствовало описаниям паттерна распреде-
ления этого белка в работах других авторов 
(Keene, Waddell 2007). Возможно, взаимодействие 
белков Fas2 и Fipi необходимо на этапах раз-
вития мухи для направленного роста нейритов, 
одной из основных функций Fas2 (Kurusu et al. 
2002). В пользу данного предположения свиде-
тельствует непосредственная близость Fas2-  
и Fipi-структур, как, например, в ножках грибо-
видных тел (рис. 3).

Рис. 3. Мозг самцов, экспрессирующих GFP  
под контролем драйвера fipi-GAL4.  

А, 3D-реконструкция из конфокальных срезов 
передней части мозга. B, конфокальный 

фронтальный срез в задней части мозга на уровне 
отхождения ножек от чашечек грибовидных тел.  

А — масштаб отображен на осях системы 
координат (ед. изм. — микрон); B — масштабная 

полоска: 50 микрон. Пояснения см. в тексте

Fig. 3. Male brain expressing GFP under the control  
of the fipi-GAL4 driver. A, 3D image stack 

reconstruction of confocal slices of the anterior brain. 
B, confocal frontal slice in the posterior brain  
at the level of the pedunculi extending from  

the calyces of the mushroom bodies. А — the scale  
is displayed on the axes of the coordinate system  

(given in microns); B — scale bar: 50 microns.  
See the text for explanations

A

B
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A

B



Интегративная физиология, 2020, т. 1, № 4	 373

С. А. Федотов, Н. Г. Беседина, Ю. В. Брагина, Л. В. Даниленкова, Е. А. Камышева, Н. Г. Камышев

Ранее нами было установлено, что нокдаун 
гена fipi в ольфакторных сенсорных нейронах 
Or47b, Or67d, Ir84a, детектирующих феромоны, 
приводит к изменениям частоты импульсов  
в песне ухаживания самцов дрозофилы (Fedotov 
et al. 2018). Анализ паттерна экспрессии GFP  
в антеннах под контролем драйвера fipi-GAL4 
и драйверов, маркирующих нейроны Or47b, 
Or67d, Ir84a, показал отсутствие экспрессии fipi 
в нейронах, детектирующих феромоны, в том 
числе цВА. Драйвер fipi-GAL4 маркировал лишь 
небольшое количество нейронов во втором 
сегменте и в основании третьего сегмента антенн 
(рис. 4).

Возможной причиной отсутствия в ольфак-
торных нейронах экспрессии GFP под контролем 
fipi-GAL4 является то, что взятая нами промо-
торная область гена fipi лишь частично воспро-
изводит паттерн экспрессии гена. В пользу 
данного предположения свидетельствуют два 
факта. При нокдауне fipi под контролем драй-
вера fipi-GAL4 не происходит сокращения  
межимпульсного интервала в песне ухаживания 
самцов дрозофилы (данные не показаны), как 
это происходит при использовании драйвера 
Act5C-GAL4, который экспрессируется во всех 
клетках организма (Fedotov et al. 2018). Во-вторых, 
нокдаун под контролем fipi-GAL4 в меньшей 
степени подавляет экспрессию fipi в сравнении 
с драйвером Act5C-GAL4. Уровень экспрессии 
относительно контроля, принимаемого за 1, 
составляет 0,65 (95 % доверительный интервал: 
0,58–0,7) и 0,11 (0,08–0,16) соответственно для 
fipi-GAL4 и Act5C-GAL4 (Fedotov et al. 2018).

Описанный нами паттерн экспрессии GFP 
под контролем промотора fipi указывает  
на вероятное участие fipi в процессах обработ-
ки обонятельных сигналов, что согласуется  
с нашими предыдущими выводами о вовлечен-
ности данного гена в регуляцию песни ухажи-
вания хемосигналами (Fedotov et al. 2018).  
Известно, что локальные интернейроны осу-
ществляют регуляцию передачи обонятельных 
сигналов, в том числе и для феромонов,  
от сенсорных нейронов к проекционным ней-
ронам в гломерулах антеннальных долей (Chou 
et al. 2010). В то же время активность в гамма-
долях необходима для реализации выученных 
форм поведения, выработанных как на зритель-
ные, так и на обонятельные условные сигналы 
(Vogt et al. 2014). Выявленная нами экспрессия 
fipi в клетках оптических долей согласуется  
с литературными данными о детекции транс-
крипта fipi в делящихся клетках в глазном има-
гинальном диске (Firth, Baker 2007), однако 
паттерн экспрессии в оптических долях требу-
ет дополнительных исследований для иденти-
фикации конкретных групп клеток.

Показано, что подавление активности гамма-
нейронов приводит к нарушениям в запомина-
нии в краткосрочном периоде (до 2 часов),  
а конкретно к реализации уже усвоенных эле-
ментов обучения (Trannoy et al. 2012). Более 
того, именно гамма-нейроны опосредуют  
на краткосрочном интервале (30 минут) пода-
вление ухаживания самцов, вызываемое анти-
афродизиаком цВА, после безуспешного  
ухаживания за оплодотворенной самкой  

Рис. 4. Нейроны, экспрессирующие GFP на внутренней поверхности второго и третьего сегментов антенн 
под контролем драйверов Or67d-Gal4, Ir84a-Gal4 и fipi-Gal4. Конфокальные срезы антенн, полученные  

в проходящем свете с одновременной флуоресцентной детекцией GFP (зеленый).  
Масштабная полоска: 50 микрон

Fig. 4. Neurons expressing GFP on the inner surface of the second and third antenna segments under control  
of Or67d-Gal4, Ir84a-Gal4 and fipi-Gal4 drivers. Confocal slices of antennas are obtained in transmitted light 

with parallel fluorescence detection of GFP (green). Scale bar: 50 microns
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(Keleman et al. 2012). На основании этих данных 
логично предположить участие fipi-нейронов  
в модификации самцами поведения ухаживания 
после их содержания с оплодотворенной самкой. 
Для проверки данного предположения нами 
был выполнено тестирование поведения уха-
живания самцов дрозофилы, у которых с по-
мощью системы трансгенов GAL4/UAS произ-
водилось либо блокирование синаптической 
передачи от fipi-нейронов, либо усиление воз-
будимости этих нейронов, либо подавление  
в них экспрессии самого гена fipi.

Изменения в подавлении поведения 
ухаживания при блокировании или 

усилении активности нейронов, 
экспрессирующих fipi

Для оценки значения fipi-нейронов в пове-
дении ухаживания и его регуляции было про-
анализировано потомство от скрещивания 
драйверной линии fipi-GAL4 с линиями UAS-TNT 
и UAS-NaChBac. У мух fipi-GAL4/UAS-TNT 

(далее fipi-TNT) блокируется синаптическая 
передача от нейронов, экспрессирующих fipi 
(Martin et al. 2002), у fipi-GAL4/UAS-NaChBac 
(далее fipi-NaChBac) усиливается возбудимость 
мембран fipi-нейронов (Nitabach et al. 2006).  
В контрольных скрещиваниях использовали 
драйверные линии, лишенные промотора перед 
геном GAL4 (далее CTRL-TNT и CTRL-NaChBac). 
Дополнительным контролем служило потомство 
от скрещивания fipi-GAL4 с трансгеном  
UAS-TNT*, продуцирующим неактивный му-
тантный столбнячный токсин (далее fipi-TNT*).

Подавление синаптической передачи у сам-
цов fipi-TNT, подвергнутых ложной тренировке, 
не меняло частоту инициаций сеансов ухажи-
вания (рис. 5А). После содержания с оплодо- 
творенной самкой самцы fipi-TNT демонстри-
ровали снижение интенсивности ухаживания,  
но в меньшей степени, нежели в контрольной 
группе CTRL-TNT. Анализ отдельных элементов 
ухаживания выявил у мух fipi-TNT также и ме-

Рис. 5. Частоты сеансов ухаживания, ориентации и прининга (число инициаций за 100 с) после часового 
содержания самца с оплодотворенной самкой (тренировка) и в аналогичных условиях без самки (ложная 

тренировка). A — блокада синаптической передачи от fipi-нейронов столбнячным токсином: fipi-TNT-
Тр — тренировка, fipi-TNT — ложная тренировка. Контроль без fipi-Gal4 драйвера (отсутствие синаптической 

блокады): CTRL-TNT-Тр и CTRL-TNT. B — контроль с неактивным столбнячным токсином — TNT*.  
Здесь и далее на рисунках 6–7 показаны средние значения и 95 % доверительные интервалы. Достоверные 

различия между группами отмечены звездочкой (двусторонний тест рандомизации, p < 0,05)

Fig. 5. Frequencies of courtship, orientation and preening sessions (number of initiations per 100 s) after an hour  
of keeping a male with a fertilized female (training) and under similar conditions without a female (false training).  

A — blockade of synaptic transmission from fipi neurons with tetanus toxin: fipi-TNT-Tr — training,  
fipi-TNT — false training. Controls without fipi-Gal4 driver (lack of synaptic blockade): CTRL-TNT-Tr and  

CTRL-TNT. B — control with inactive tetanus toxin — TNT*. Hereinafter, Figs. 6–7 show the mean values and 
95% confidence intervals. Significant differences between the groups are marked with an asterisk  

(two-sided randomization test, p < 0.05)
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нее выраженное подавление частоты ориентации 
(рис. 5А). Ориентация самца головой по на-
правлению к самке на расстоянии, сравнимом 
с размерами тела, предположительно связана  
с восприятием ольфакторных сигналов (Ferveur 
2005). Таким образом, менее эффективное  
подавление данного компонента ухаживания  
у самцов fipi-TNT может быть вызвано наруше-
ниями в анализе или обусловливании ольфак-
торных стимулов, подавляющих ухаживание, 
что соотносится с нашими данными об экспрес-
сии fipi в нейронах обонятельного анализатора 
и нейронах, ответственных за обучение. Кроме 
того, было выявлено усиление прининга после 
обучения у самцов fipi-TNT (рис. 5А). Прининг, 
или чистка тела лапками, не относится к эле-
ментам ухаживания, однако известно, что ча-
стота данного поведения возрастает у мух  
в группе и зависит от зрительного контакта 
(Connolly 1968). Показано, что прининг у самцов 
усиливается при прерывании ухаживания 
(Weidmann 1950), что рассматривается в данном 
контексте как смещенная активность. В нашем 
случае усиление прининга у самцов fipi-TNT 

после обучения может быть связано с менее 
выраженным подавлением ухаживания: самец 
продолжает безуспешно ухаживать, что в итоге 
приводит к увеличению смещенной активности.

Отклонения в ухаживании и прининге после 
обучения отсутствовали в случае тестирования 
мух с неактивным столбнячным токсином  
(рис. 5B).

Усиление возбудимости fipi-нейронов у мух 
fipi-NaChBac не влияло на параметры поведения 
ухаживания. После содержания с оплодотво-
ренной самкой частота сеансов ухаживания  
и ориентации снижались аналогично контроль-
ным значениям, а прининг во всех тестируемых 
группах оставался неизменным (рис. 6А).  
Наряду с ориентацией уменьшались параметры 
преследования и вибрации крылом (данные не 
показаны).

Так как блокирование активности fipi-нейронов 
приводит к ослаблению подавления ухаживания 
(рис. 5А), то мы предположили, что усиление 
активности этих клеток может способствовать 
более длительному эффекту подавления, с уче-
том того, что часть этих fipi-клеток — это гамма-

Рис. 6. Эффект усиления возбудимости мембран fipi-нейронов экспрессией бактериального натриевого 
канала. Показаны частоты сеансов ухаживания и отдельных элементов поведения (число инициаций  
за 100 с) после часового содержания самца с оплодотворенной самкой (тренировка) и в аналогичных 

условиях без самки (ложная тренировка). Опыт: fipi-NaChBac-Тр — тренировка; fipi-NaChBac — ложная 
тренировка. Контроль без fipi-Gal4 драйвера: CTRL-NaChBac-Тр и CTRL-NaChBac. А — тест сразу после 

тренировки. B — тест через 1 час после тренировки. См. пояснения к рисунку 5

Fig. 6. Effect of an increased excitability of fipi-neuron membranes by expression of the bacterial sodium 
channel. Frequencies of courtship sessions and individual behavioral elements (number of initiations per 100 s) 
after an hour of keeping a male with a fertilized female (training) and under similar conditions without a female 
(false training). Experiment: fipi-NaChBac-Tr — training; fipi-NaChBac — false training. Controls without fipi-
Gal4 driver: CTRL-NaChBac-Tr and CTRL-NaChBac. A — test immediately after training. B — test 1 hour after 

training. See explanations for Fig. 5

A

B
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нейроны, ответственные за реализацию  
краткосрочных модификаций поведения  
(Trannoy et al. 2012; Vogt et al. 2014). Для про-
верки данного предположения мы протестиро-
вали мух fipi-NaChBac не сразу, а через час после 
тренировки. Действительно, через час частота 
сеансов ухаживания у мух fipi-NaChBac сохра-
няла сниженные значения, в то время как  
в контрольной группе эффект подавления про-
падал (рис. 6B). Данное снижение отображалось 
также в параметрах ориентации и вибрации. 
Результаты этого эксперимента свидетельству-
ют о том, что fipi-нейроны могут участвовать  
в процессах сохранения следа памяти, по край-
ней мере, краткосрочной.

Изменения в поведении ухаживания 
при нокдауне гена fipi под контролем 

драйвера fipi-GAL4

Ранее нами было показано, что нейроспеци-
фичный нокдаун гена fipi приводит к усилению 
частоты инициации импульсной песни ухажи-
вания (Fedotov et al. 2014). Нокдаун гена fipi под 
контролем fipi-GAL4 (fipi-RNAi) также приводил 
к усилению частоты инициации вибрации кры-
лом (коррелят песенной активности) и ориен-
тации у самцов, подвергнутых ложной  
тренировке (рис. 7). Нокдаун гена fipi не пре-
пятствовал обучению, при этом отличий между 
контролем и нокдауном у самцов после трени-
ровки не обнаруживалось. Более того, если  

в контроле сразу после тренировки происходи-
ло снижение частоты инициации вибрации  
в 2,3 раза, то при нокдауне это отношение  
составляло уже 8,1 (рис. 7).

Несмотря на отсутствие различий в параме-
трах ухаживания после тренировки, нокдаун 
fipi, однако, вызывал одно специфичное изме-
нение в структуре ухаживания. Структурный 
анализ ухаживания выполнялся посредством 
оценки доли переходов от отдельного элемента 
ухаживания к другим элементам (число пере-
ходов конкретного типа относили к сумме всех 
переходов от данного элемента). Поведение 
ухаживания представляет собой комплекс фик-
сированных действий, т. е. запускаемую ключе-
вым стимулом (феромоном) стандартную  
последовательность действий, которая начина-
ется с ориентации и заканчивается попытками 
копуляции (Spieth 1974). В случае неудачной 
попытки самец чаще всего повторяет ритуал 
ухаживания, начиная снова с ориентации.  
Ни нокдаун fipi, ни изменения активности fipi-
нейронов не вызывали после тренировки  
изменений в переходах между элементами  
в рамках отдельного цикла ухаживания (данные 
не показаны). Тем не менее нокдаун fipi сопро-
вождался уменьшением доли переходов после 
неудачных попыток копуляции вновь к ориен-
тации (рис. 8). Данный результат указывает  
на то, что при нокдауне fipi подавление ухажи-
вания определяется не только снижением ча-

Рис. 7. Частота инициации вибрации (на бегу), ориентации и покоя при нокдауне гена fipi под контролем  
fipi-GAL4 сразу и через час после тренировки (fipi-RNAi-Тр, n = 40 и fipi-RNAi-Тр-1ч, n = 30), а также при 

ложной тренировке (fipi-RNAi, n = 20, тест сразу). Контроль без fipi-Gal4 драйвера: CTRL-RNAi-Тр 
(n = 40), CTRL-RNAi-Тр-1ч (n = 30) и CTRL-RNAi (n = 20). См. пояснения к рис. 5

Fig. 7. Initiation frequencies of vibration (coupled with running), orientation and rest in fipi knockdown under 
control of fipi-GAL4 immediately and one hour after training (fipi-RNAi-Tr, n = 40 and fipi-RNAi-Tr-1h, 

n = 30), as well as after false training (fipi-RNAi, n = 20, test immediately). Controls without fipi-Gal4 driver: 
CTRL-RNAi-Tr (n = 40), CTRL-RNAi-Tr-1h (n = 30) and CTRL-RNAi (n = 20). See explanations for Fig. 5
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стоты инициации сеансов ухаживания, но  
и снижением частоты перехода к повторным 
циклам ухаживания, в случае если ухаживание 
завершилось неудачей.

Полученные в настоящем исследовании дан-
ные о влиянии гена fipi на поведение ухаживания 
и его модификацию после приобретения опыта 
ухаживания за оплодотворенной самкой не-
сколько противоречивы. У самцов, подвергнутых 
ложной тренировке, нокдаун fipi приводил  
к существенному увеличению частот инициации 
вибрации и ориентации (рис. 7). Это свидетель-
ствует о том, что в норме экспрессия гена fipi 
может участвовать в механизмах, тормозящих 
запуск ухаживания. Также нокдаун способство-
вал более выраженному подавлению ухаживания 
после тренировки, что происходило, однако, 
только за счет более интенсивного ухаживания 
самцов, подвергнутых ложной тренировке, 
тогда как уровень ухаживания у тренированных 
самцов при нокдауне не изменялся (рис. 7). На-
оборот, при подавлении синаптической пере-
дачи от fipi-нейронов, где, в принципе, можно 
было ожидать эффект, сходный с эффектом 

нокдауна, наблюдалось менее эффективное 
снижение ухаживания после содержания с опло-
дотворенной самкой (рис. 5А). Активация (уси-
ление возбудимости) fipi-нейронов способство-
вала сохранению следа памяти через 1 час после 
тренировки (рис. 6B). Эти достаточно убеди-
тельные результаты дают основание предпо-
лагать, что fipi-нейроны участвуют в механизмах 
формирования краткосрочной памяти после 
обучения с оплодотворенной самкой. Ксу Чжао 
с соавт. (Zhao et al. 2018) показали, что основой 
для ее формирования является устойчивая 
реверберация возбуждения в схеме с обратной 
связью, состоящей из трех классов нейронов: 
иннервирующих компартмент 5 гамма-долей 
грибовидных тел дофаминергических нейронов 
aSP13, холинергических гамма-нейронов гри-
бовидных тел (клетки Кеньона) и их постсинап-
тических глутаматергических нейронов M6, 
имеющих возвратный синаптический вход  
на aSP13 нейроны. Обнаруженная нами экс-
прессия fipi в гамма-нейронах Кеньона (рис. 2А) 
позволяет предполагать, что продукт гена fipi 
может влиять либо на сам процесс реверберации 

Рис. 8. Влияние нокдауна fipi на частоту переходов от попытки копуляции к другим элементам поведения. 
Показана доля каждого варианта перехода в общем количестве переходов от попытки копуляции  

и ее стандартная ошибка. Синим представлены данные по контрольным скрещиваниям с ложной 
тренировкой (CTRL-RNAi, n = 237), сразу (CTRL-RNAi-Тр, n = 109) и через 1 час после тренировки 

(CTRL-RNAi-Тр-1ч, n = 160); желтым — аналогичные данные для мух с нокдауном fipi под контролем 
fipi-GAL4: ложная тренировка (fipi-RNAi, n = 162), сразу (fipi-RNAi-Тр, n = 121) и через 1 час после 

тренировки (fipi-RNAi-Тр-1ч, n = 212). При нокдауне снижается доля переходов от попыток копуляции  
к ориентации сразу после тренировки и увеличивается доля переходов к покою через 1 час  

(отмечено звездочками, p < 0,05)
Fig. 8. The effect of the fipi knockdown on the frequency of transitions from attempted copulation to other 

elements of behavior. The proportions of each transition variant in the total number of transitions  
from attempted copulation and their standard errors are shown. Blue shows the control crosses with false 

training (CTRL-RNAi, n = 237), immediately (CTRL-RNAi-Tr, n = 109) and 1 hour after training (CTRL-RNAi-
Tr-1h, n = 160); yellow — similar data for fipi knockdown under control of fipi-GAL4: false training (fipi-RNAi, 

n = 162), immediately (fipi-RNAi-Tr, n = 121) and 1 hour after training (fipi-RNAi-Tr-1h, n = 212).  
In knockdown, the proportion of transitions from attempted copulation to orientation decreases immediately 

after training, and the proportion of transitions to rest increases in 1 hour (marked with asterisks, p < 0.05)
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поддержки (Австрия) за предоставление транс-
генных линий мух с GAL4 и RNAi.

Моноклональные антитела 1D4, разработан-
ные в университете Калифорнии, получены  
из Developmental Studies Hybridoma Bank, соз-
данного национальным институтом здоровья 
NIH и поддерживаемого на базе университета 
Айовы.

Мы крайне признательны доктору Констан-
тину Г. Илиади (Госпиталь для больных детей, 
Торонто, Канада) за разведение и пересылку 
мутантных линий в нашу лабораторию, а также 
ЦКП «Биоколлекция» при ИФ РАН за помощь 
в поддержании коллекции мух.

возбуждения, либо на проистекающие из него 
процессы изменения синаптической пластич-
ности, лежащие в основе формирования кратко-
срочной памяти. Однако выявленный нами 
паттерн экспрессии гена fipi предполагает воз-
можность и других путей его влияния на по-
ведение ухаживания.
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