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A somatic mutation and recombination test (SMART) 
on the wing cells of Drosophila melanogaster 
is described in this article in detail. SMART can 
be used to evaluate the effect of various factors 
on the genome: physical (temperature, various types 
of radiation, electromagnetic fields), biogenic (geneti , 
physiological, infectious factors) and a wide range 
of chemical compounds. SMART is used as an in vivo 
version of the method for evaluating promutagenic 
and mutagenic properties of food, food supplements, 
potential drugs and cosmetics, and environmental 
pollutants. The method is based on the influen e 
of the agents under study on the dividing cells 
of the wing imaginal discs of larvae heterozygous 
for recessive mutations, marking the wing cells. 
The mutations, multi wing hairs (mwh; 3 – 0.3) 
and fla e (fl ; 3 – 38.8), are located on the left arm 
of chromosome 3. The Drosophila melanogaster wing 
contains 24,400 cells arranged in two layers. Each 
normal cell has only one wing fibe . Recombination 
or mutational events in the cell leads to the formation 
of mutant spots/clones visible by microscopic analysis 
of the wing surface. The Drosophila and mammalian 
detoxication system is arranged on similar principles, 
which are based on the action of cytochrome P450. 
There are modific tions to SMART, based on elevated 
cytochrome P450 expression, allowing more reliable 
extrapolation of the test results to mammals. Detailed 

В статье описан соматический мутационный и рекомбинационный 
тест (Somatic Mutation and Recombination Test, SMART) на клетках 
крыла Drosophila melanogaster, который может быть использован 
для оценки влияния на геном различных факторов: физических 
(температура, разные типы радиоактивного излучения, электро-
маг нитные поля), биогенных (генетические, физиологические, 
инфекционные) и широкого спектра химических соединений. 
Метод SMART используется как вариант метода in vivo при оценке 
мутагенных и промутагенных свойств пищевых добавок и продук-
тов, при скрининге потенциальных лекарственных и косметиче-
ских препаратов, поллютантов окружающей среды. В основе 
метода лежит действие изучаемого агента на геном активно деля-
щихся клеток крылового имагинального диска личинки, гетеро-
зиготной по рецессивным мутациям, маркирующим клетку крыла. 
Мутации локализованы на левом плече хромосомы 3 – multi wing 
hairs (mwh; 3 – 0,3) и fla e (fl ; 3 – 38,8), что позволяет выявлять 
у гетерозигот по этим локусам как мутационные, так и реком-
бинационные события. Крыло Drosophila melanogaster содержит 
24 400 клеток, расположенных в два слоя, и в норме каждая клетка 
крыла имеет одну ворсинку. Рекомбинационное или мутационное 
событие в клетке приводит к образованию мутантных пятен / кло-
нов, видимых при микроскопическом анализе поверхности 
крыловой пластинки. Наряду с тем, что в основе системы детокси-
кации дрозофилы и млекопитающих лежит действие цитохрома 
Р450, к достоинствам метода SMART относится существование 
модификаций теста с повышенным уровнем экспрессии 
цитохрома Р450, позволяющих более надежно экстраполировать 
результаты тестирования на млекопитающих. Подробные 
рекомендации по использованию метода SMART на клетках 
крыла Drosophila melanogaster, представленные в работе, могут 
применяться как методическое пособие в практике и учебных 
целях.
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recommendations for the use of the SMART 
method on the wing cells of Drosophila melano-
gaster presented in the paper can be used as 
a textbook in practice and for training purposes.

Key words: SMART; mwh; fl ; somatic mutagenesis; 
Drosophila melanogaster.
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Drosophila melanogaster на протяжении более века 
является излюбленным генетическим объектом 
исследований, одним из основных модельных объ-

ектов в экспериментальной биологии на всех уровнях 
организации живого – от молекулярного и клеточного 
до организменного и популяционного (Медведев, 1966; 
Drosophila …, 1986; Ashburner, 1989; Rubin, Lewis, 2000; 
Wolf, Heberlein, 2003; Юрченко и др., 2005; Arias, 2008; 
Greenspan, 2008; Bellen et al., 2010).

Дрозофила эффективно используется для оценки ток-
сических, мутагенных, канцерогенных и протекторных 
свойств широкого спектра химических соединений и фи-
зических факторов, при скрининге лекарственных средств 
и установлении молекулярных механизмов их действия 
(Drosophila …, 1986; Zijlstra et al., 1987; Vidal, Cagan, 
2006; Pandey, Nichols, 2011). Моделирование заболеваний 
человека на D. melanogaster связано с высокой степенью 
сходства консервативных генов, физиологических про-
цессов и общностью путей реализаций развития призна-
ков, а также с досконально изученной генетикой самого 
объекта. Немаловажно, что для дрозофилы свойственны 
быстрая смена поколений, большое количество потомков, 
получаемых от пары родителей, а также сравнительная 
дешевизна экспериментальной работы по сравнению 
с моделями in vivo на млекопитающих.

В силу неизбежной видовой специфичности систем 
детоксикации и метаболизма химических соединений 
не существует идеальных тест-систем, однозначно оце-
нивающих токсичность, мутагенность, канцерогенность 
и другие свойства химических соединений и физических 
факторов.

Из мирового опыта следует, что набор из трех различ-
ных генетических тест-систем достаточен, для того чтобы 
сделать достоверное заключение о мутагенности тестиру-
емого химического соединения. В обычно используемый 
набор генетических методов входят: микробиологический 
тест; тест с использованием культуры клеток млекопита-
ющих in vitro; и, по крайней мере, один тест предполагает 
использование системы in vivo, когда генетический экспе-
римент проводится на организменном уровне, поскольку 
нельзя исключить, что тестируемое химическое соедине-
ние промутаген в процессе метаболизма не приобретет 
мутагенные свойства. Для оценки промутагенных свойств 
обычно используют лабораторных животных – грызунов 
или дрозофилу. Заключение о мутагенности будет более 
достоверным, по нашему мнению, если в системе in vivo 

будет использоваться дрозофила. Это связано, с одной 
стороны, с тем, что ситуация in vivo на млекопитающих 
моделируется в современных вариантах микробиоло-
гических тестов, поскольку существуют модификации 
этих тестов с метаболической активацией химических 
соединений микросомальной фракцией печени крыс и 
мышей. С другой стороны, показано, что система деток-
сикации химических соединений у насекомых, в част-
ности у дрозофилы, устроена по тому же принципу, что 
и у человека, и у других млекопитающих, и в ее основе 
лежит активность системы цитохрома Р-450 (Wilkinson, 
Brattsten, 1972). Система цитохрома Р-450 у дрозофилы 
индуцибельна и содержит несколько изоферментных 
форм (Zijlstra et al., 1987). Благодаря этому организм 
дрозофилы способен активировать широкий спектр про-
мутагенов (Frölich, Würgler, 1989; Graf et al., 1984, 1989; 
Graf, Singer, 1992).

Классическим методом для количественной оценки 
мутагенности химических соединений на дрозофиле 
является тест сцепленных с полом рецессивных мута-
ций, принципиальная схема которого была предложена 
еще Г. Меллером более полувека назад и до сих пор не 
претерпела изменений. C 1974 г. стали использовать для 
оценки мутагенности соматические клетки дрозофилы, 
а именно глазные имагинальные диски (Mollet, Würgler, 
1974). К несомненным преимуществам тест-систем in vivo 
на соматических клетках дрозофилы следует отнести на-
ряду с быстрой сменой поколений возможность работы 
с большими выборками (надежность статистических за-
ключений), что значимо в генетических экспериментах.

Позднее в связи с тем, что была обнаружена корреля-
ция между мутагенными и канцерогенными свойствами 
химических соединений (Vogel et al., 1980) и канцеро-
генез оказался связанным не только с мутагенной, но 
и с рекомбиногенной активностью химических соеди-
нений (Kinsella, Radman, 1978; Radman, Kinsella, 1980), 
был разработан метод соматических мозаиков – Somatic 
Mutation and Recombination Test (SMART) (Lawrence et 
al., 1986), и интерес к соматическим мутациям возрос. На 
клетках крыла D. melanogaster SMART оказался наиболее 
удобным для практического применения и продолжает 
широко использоваться (Graf et al., 1989; Krogulski, 1994; 
Lombardot et al., 2015).

Мы увеличили чувствительность метода SMART на 
клетках крыла D. melanogaster, что важно из-за низкой 
частоты генетических событий, введя в анализ класс оди-
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ночных мутаций, имеющих морфологическое проявление 
(Захаренко, Захаров, 1996; Захаренко и др., 1997), которое 
авторы, разработавшие метод, относят к модификациям. 
В данной работе приведено детальное описание, «шаг за 
шагом», метода соматических мозаиков на клетках крыла 
D. melanogaster.

Линии Drosophila melanogaster,  
используемые в тест-системе SMART  
на клетках крыла
В тесте используются линии D. melanogaster, несущие 
рецессивные мутации, локализованные на левом плече 
хромосомы 3 – multi wing hairs (mwh; 3 – 0,3) и flare (flr; 
3 – 38,8) (Lindsley, Zimm, 1992). Mутация flr3 в гомозигот-
ном состоянии летальна, поэтому хромосому с данной 
мутацией поддерживают в гетерозиготном состоянии с ба-
лансерной хромосомой TM3 (маркирована мутацией Ser). 
В результате скрещивания самок mwh с самцами flr3 / Ser 
получают потомков двух генотипов: mwh / flr3 (нормаль-
ная форма крыла) и mwh / Ser (крылья с вырезкой). Для 
микроскопического анализа берут крылья нормальной 
формы. Когда необходимо оценить долю рекомбинантов 
среди общего числа мутаций, анализируют крылья с вы-
резкой, так как у таких особей соматическая рекомбина-
ция в хромосoме 3 супрессирована за счет балансерной 
хромосомы ТМ3.

В 1982 г. A. Frölich и F. Würgler предложили использо-
вать в тест-системе на клетках крыла дрозофилы улуч-
шенную линию ORR flr3, которая отличается от исходной 
тем, что хромосомы 1 и 2 линии flr3 были замещены на 
хромосомы 1 и 2 линии Oregon-R, устойчивой к инсек-
тициду ДДТ (трихлорметилди(n-хлорфенил)метан). Ген 
R1, локализованный на второй хромосоме, обеспечивает 
устойчивость к ДДТ и ответственен за высокий уровень 
экспрессии цитохрома Р-450 (Frölich, Würgler, 1989). 
Благодаря этому чувствительность метода повышается 
в 2,5 раза для некоторых химических соединений и метод 
позволяет выявлять мутагены и промутагены с большей 

эффективностью. В 1992 г. U. Graf и N. Shaik показали, что 
если скрещивать самок линии ORR flr3 с самцами линии 
mwh (ORR в гетерозиготном состоянии), то эффективность 
метода так же высока, как и в случае скрещивания самок 
ORR flr3 с самцами ORR mwh (ORR – в гомозиготном со-
стоянии), но в первом случае вероятность ошибок при 
анализе мутаций меньше, чем во втором. Ошибки воз-
можны, когда ORR-хромосома 2 находится в гомозиготном 
состоянии, при этом проявляется рецессивная мутация, 
вызывающая деформацию формы ворсинок и сцепленная 
с геном R1 (Graf, van Schaik, 1992).

Морфологическое проявление 
мутаций mwh и flr
Каждое крыло дрозофилы содержит около 24 400 клеток, 
расположенных в два слоя. Каждая клетка содержит 
морфологический маркер – ворсинку. У мутантной мухи, 
гомозиготной по гену mwh, клетка содержит вместо одной 
несколько ворсинок разной длины. Мутация flr проявля-
ется как деформированная ворсинка, имеющая форму 
языка пламени (рис. 1).

Схема эксперимента
Биологические объекты – системы многофакторные, 
поэтому в контроле любые количественные показатели 
могут меняться от эксперимента к эксперименту в силу 
влияния случайных причин или неконтролируемых фак-
торов. В некоторых случаях такая причина известна. Так, 
например, повышение температуры содержания личинок 
с 25 до 29 °С заметно увеличивает частоту соматических 
мутаций (Graf, 1986; Katz, Foley, 1993), поэтому необхо-
димо максимально стандартизировать условия проведения 
эксперимента.

Чтобы получить достоверный результат, для каждого 
типа воздействия (концентрация, температура, стадия 
и время воздействия) необходимо взять несколько про-
бирок с кормом, в каждую из которых на сутки помещают 
равное количество виргинных самок линии ORR flr3 и сам-
цов линии mwh. Время, в течение которого личинки кон-
тактируют с исследуемым веществом, можно варьировать, 
перенося личинок, находящихся на определенной стадии 
развития, на корм, содержащий тестируемое вещество. 
Орган-мишень – имагинальный крыловой диск – имеет 
следующие размеры: через одни сутки личиночного раз-
вития – 30 клеток, на стадии предкуколки – 24 400 клеток 
(Roberts, 1986). Орган перестает быть чувствительным 
к воздействию, когда деление клеток в крыловом имаги-
нальном диске прекращается. Чем больше размер ткани-
мишени в момент воздействия, тем выше частота мути-
рования. Чем раньше произойдет мутационное событие 
(чем меньше количество клеток в имагинальном диске 
в момент воздействия), тем больше будет размер мутант-
ного пятна (Ashburner, 1989; Graf, 1995). Личинок в опыте 
можно выращивать на корме с добавлением тестируемого 
вещества весь период личиночного развития – от яйца до 
имаго, если мутагенный эффект слабый и нет задачи ис-
следовать силу мутационного воздействия в зависимости 
от стадии развития и длительности воздействия.

Доза тестируемого на мутагенность химического веще-
ства зависит от его токсичности и не должна превышать 

Fig. 1. The twin mutant spot as a result of a recombination event. 
, the normal cell; , the “multi wing hairs” (mwh) mutation; , the 

“fla e” (fl ) mutation.
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LD50, вызывающую гибель 50 % личинок. Обычно берут 
1/2–1/4 от LD50. Если тестируется нетоксичный или мало-
токсичный лекарственный препарат, то его концентрация 
должна превышать терапевтическую дозу на два порядка 
величин. Рекомендуется брать две – три разные концен-
трации, так как наличие дозовой зависимости при слабом 
мутагенном эффекте застрахует результат от возможных 
случайных ошибок (Оценка мутагенности …, 1991).

Оценка мутагенности химических веществ
1. Корм, содержащий нужную концентрацию тестиру-
емого на мутагенность вещества, разливают в шесть
пробирок по 5–10 мл в каждую и накрывают их марлей,
сложенной в два – три слоя. Состав корма указан в табли-
це. Для поддержания линий D. melanogaster используют
«бедный» корм, на котором при комнатной температуре
развитие идет медленнее, чем на «богатом» корме, по-
этому мух можно перебрасывать в свежие пробирки не
чаще одного раза в месяц. В эксперименте используют
«богатый» дрожжевой корм. Особенности работы с дро-
зофилой подробно описаны в специальных практических
руководствах (Медведев, 1966; Roberts, 1986; Ashburner,
1989; Graf et al., 1992).

2. После того как корм остынет и со стенок пробирок
испарится лишняя влага, в пробирки на сутки помещают 
15 виргинных самок ORR flr3 и 10 самцов линии mwh. Воз-
раст самок должен быть не менее двух суток, так как более 
молодые особи не способны эффективно спариваться и от-
кладывать достаточное количество яиц. Максимальной 
фертильности самки дрозофилы достигают на пятый день 
после вылупления, мухи старше 10-дневного возраста не 
используются. Контрольные и опытные эксперименты 
проводятся одновременно при одинаковых условиях.

3. Имаго, развившихся из подвергнутых воздействию
личинок, наркотизируют и разделяют по фенотипу 
(крылья с вырезкой – mwh / Ser и крылья без вырезки – 
mwh / flr3). Для анализа используют крылья мух генотипа 
mwh / flr3, если нет задачи оценить долю рекомбинантов 
в общем числе мутационных событий. Мух можно хра-
нить несколько месяцев в растворе 70 %-го этанола.

Приготовление препаратов из крыльев мух  
для микроcкопирования
На предметное стекло в каплю дистиллированной воды 
помещают несколько фиксированных 70 %-м этанолом 

мух. Пинцетом с острыми браншами отрывают крыло 
у самого основания, придерживая муху препаровальной 
иглой. Отделенное крыло переносят в каплю раствора 
Фора на другое предметное стекло. В состав раствора 
Фора входит 6 г гуммиарабика, 4 мл глицерина, 10 г 
хлоралгидрата и 10 мл воды (Wieshaus, Nusslein-Volhard, 
1986). Раствор не должен быть слишком жидким или 
вязким, а капля – очень большой, чтобы покровное стек-
ло не «плавало» по капле. Раствор не должен выступать 
из-под покровного стекла, которым накрывают каплю 
после того, как в нее будет перенесено 10–15 крыльев. 
Тяжести покровного стекла достаточно, чтобы крыло 
хорошо расправилось. Придавливать покровное стекло не 
рекомендуется, так как нарушается естественный рисунок 
расположения ворсинок на крыле и на жилках. На одном 
предметном стекле можно, таким образом, разместить до 
40–60 крыльев в 4 каплях раствора Фора. Чтобы избежать 
образования пузырей воздуха на препаратах, процедуру 
накопления крыльев в капле нужно проводить как можно 
быстрее, не допуская «подсыхания» капли раствора Фора.

Подсохнувшие препараты можно микроскопировать. 
Если мутагенный эффект отсутствует, анализировать 
нужно не менее 100 крыльев. Чтобы исключить непропор-
циональное влияние случайных факторов, рекомендуется 
использовать равное число крыльев в контроле и опыте 
(Frei, Würgler, 1995).

Фенотипическое проявление мутации mwh
Мутация mwh имеет несколько вариантов морфологиче-
ского проявления. В литературе существуют разные точки 
зрения, считать ли клетки с двумя ворсинками морфоза-
ми или истинными мутациями. Мы считаем, что клетки 
с двумя ворсинками являются истинными мутациями, 
поскольку такие клетки есть у гомозигот mwh/mwh, они 
встречаются в составе больших пятен и индуцируются 
гамма-радиацией в той же степени, что и мутация типа 
mwh (Захаренко, Захаров, 1996).

Микроскопический анализ крыльев
Анализ препаратов проводят на световом микроскопе 
при увеличении × 400. Микроскопирование начинают 
всегда с одного и того же участка крыла и сканируют 
крыло в одном направлении, при этом необходимо ра-
ботать микровинтом, поскольку крыло состоит из двух 
параллельных слоев клеток, расположенных в разных 

The compositions of the “poor” and “rich” food

Ingredient “poor” food “rich” food

Agar-agar, g 10 10

Sugar, g 60 60

Yeast, g 7 40

Semolina, g – 60

Starch, g 20 –

Water, l. ≤ 1 ≤ 1 
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плоскостях. Мутации подразделяют на классы по морфологии и по размеру 
клеточных клонов:

1. Одиночные пятна – это результат одного мутационного события. Малое
пятно состоит из 1–2 клеток. Большое пятно – клон, включающий более двух 
мутантных клеток, появляющийся на ранних стадиях развития. Малое пятно 
индуцируется на поздних стадиях личиночного развития, когда крыловой 
имагинальный диск почти сформирован. Малое пятно может также являться 
результатом мутационного события, не позволяющего мутантной клетке де-
литься. Обычно одиночные клетки имеют фенотип mwh. Одиночные пятна 
типа flr при спонтанном мутировании практически не встречаются, поэтому 
в анализ не берутся.

2. Двойные пятна – два контактирующих пятна разных типов. Одно пятно
имеет фенотип ворсинок – mwh, другое – flr. Это событие – результат реком-
бинации гомологичных хромосом, прошедшей между локусом flr и центро-
мерным районом (рис. 1, 2). 

Соматическая рекомбинация может произойти в любом месте хромо сомы 3, 
и тогда одиночное пятно mwh, как и двойное пятно, может быть результатом 
рекомбинационного события. Вычислить долю рекомбинационных событий 
из общего числа мутаций можно, если «запереть» кроссинговер с помощью 
балан серной хромосомы с инверсией. Тогда число одиночных пятен заметно 
уменьшается, особенно сильно уменьшается число больших пятен. Ма лые 
пятна могут быть результатом анеуплоидии, возникшей в результате делеции 
или транслокации нормального гена, позволяющей клетке жить, но препят-
ствующей ее размножению. Не исключается возможность повреждения нор-
мального аллеля гена mwh.

Статистический метод для принятия решения о результатах теста на мутаген-
ность, определяющий положительный, отрицательный или неопределенный 
результат воздей ствия, подробно описан в работе H. Frei и F. Würgler (1988).
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