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В статье анализируется участие серотонин-модулируемого антиконсолидационного белка (СМАБ) в
защите организма животных разных видов (мыши, рыбы) от воздействия летальных доз токсинов бак-
териальной и химической природы. В 1-й серии исследований путем внутрибрюшинного (в.б.) введе-
ния патогенной формы кишечной палочки (Escherichia coli) у мышей создавали перитонит. Внутримы-
шечное (в.м.) введение мышам серотонин-модулируемого антиконсолидационного белка (СМАБ)
значительно повышало их выживаемость (75% против 30%, p < 0.05). Во 2-й серии методом вестерн
блоттинга было показано, что в.м. введение мышам СМАБ через 5 ч приводит к резкому усилению син-
теза белка теплового шока с мол. массой 70 кДа (БТШ70) в печени. В 3-й серии исследований, выпол-
ненной на сазанах, было обнаружено, что в.м. введение СМАБ животным перед помещением в воду,
содержавшую высокую концентрацию инсектицида актары, приводит к выживанию всех особей из
опытной группы в течение 5 сут, тогда как в контрольной группе за этот период выжило лишь 35% жи-
вотных (p < 0.001). В 4-й серии исследований было выявлено, что введение сазанам опытной группы
поликлональных антител к СМАБ вызывало гибель 75% особей, помещенных в воду, содержавшую
сублетальную концентрацию актары в течение 5 сут, тогда как в интактной и контрольной группах в
идентичных условиях выжили все животные (p < 0.001).
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время токсины бактериальной
(вследствие инфекционного заболевания) и хими-
ческой природы опасны тем, что их воздействия на
организм человека и животных могут завершиться
развитием тяжелой патологии, вплоть до летально-
го исхода. К сожалению, имеющиеся в арсенале
врачей и ветеринаров терапевтические средства не
всегда достаточно эффективны для противодей-
ствия патогенетическим эффектам этих токсинов.
Вместе с тем организм животных и человека наде-
лен собственными достаточно мощными защит-
ными ресурсами, способными обезвредить дей-
ствие токсинов и предотвратить возможное разви-
тие тяжелых осложнений. В частности, к таким
защитным системам относятся белки теплового
шока (БТШ) или белки-шапероны, обеспечиваю-
щие защиту клеток организма животных от целого
ряда неблагоприятных воздействий [1, 7, 8]). Це-

лью данного исследования было изучение влияния
активации серотонинергической системы на суб-
клеточном уровне на уровень выживания животных
разных видов, подвергнутых воздействию леталь-
ных доз бактериальных и химических токсинов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Выделение СМАБ осуществляли из головного

мозга быка, который  гомогенизировали в экстра-
гирующем буфере, содержавшем 0.05 М фосфатно-
го буфера (рН 7.2), 0.3 М NaCl, 5 мМ ЭДТА и
0.1%-ный тритон Х-100, в объемном соотношении
ткани и буфера 1:4. Основными этапами фракцио-
нирования были: 1) осаждение сульфатом аммония
в интервале 0-40%-ного насыщения; 2) гель-хро-
матография на колонке (3 × 60 см) сефадекса G-150
[2]. Процесс фракционирования и отбора иммуно-
позитивных фракций находился под контролем
ТНИФА с применением поликлональных иммуно-
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глобулинов к СМАБ. Гомогенность выделенного
белка оценивали методом электрофореза в полиа-
криламидном геле в трис-глициновой буферной
системе (рН 8.3).

Иммуноглобулины к СМАБ получали в резуль-
тате 5–6-месячной иммунизации кроликов, вводя
подкожно по 300 мкг очищенного белка всегда в
смеси с равным объемом полного адъюванта
Фрейнда (Sigma, Германия). Схема иммунизации
была следующей: первые три инъекции с интерва-
лом в 14 дней, затем по одной инъекции в месяц.
Кровь забирали из ушной вены кролика через
10 дней после 3-й и последующих инъекций, выде-
ляли сыворотку и осаждали иммуноглобулины
равным объемом 100%-ного раствора сульфата ам-
мония.

Поликлональные антитела к СМАБ очищали из
раствора кроличьих иммуноглобулинов к СМАБ
методом аффинной хроматографии на колонке
CNBr-сефарозы с предварительно иммобилизо-
ванным белком. После нанесения на аффинную
колонку иммуноглобулинов к СМАБ ее тщательно
отмывали 20-кратным объемом 0.01 М раствора
фосфатного буфера (рН 7.2) и под контролем спек-
трофотометра осуществляли элюцию специфиче-
ски связавшихся антител хаотропным соединени-
ем – 3 М раствором роданистого калия. Элюиро-
ванные антитела диализовали на холоде против
0.15 М хлористого натрия, забуференного до значе-
ния рН 7.2 с помощью двузамещенного фосфата
натрия, и замораживали. За один цикл с аффинной
колонки элюировали до 12 мг антител (концентра-
цию антител определяли по методу Бредфорда).

В 1-й серии опыты были выполнены на белых
мышах массой 18–28 г. Были сформированы
3 группы: 1) группа отрицательного контроля (n =
= 10) – животных содержали в стандартных клет-
ках; 2) группа положительного контроля (n = 10) –
у животных вызывали перитонит; 3) опытная груп-
па (n = 12) – у животных вызывали перитонит и
вводили СМАБ. Перитонит создавали в результате
интраперитонеального введения патогенной фор-
мы кишечной палочки (Ecsherichia coli), получен-
ной от больных с урогенитальной инфекцией и вы-
ращенной предварительно в агарах Endo, MacCon-
key, ChromID CPS и среде Levin в термостате при
температуре 37С. Для получения чистой культуры
штаммы дополнительно пересевали в питательную
среду Kligler. Для индукции перитонита выбирали
наиболее патогенные штаммы кишечной палочки,
патогенность которых определяли путем измере-
ния у них активности ДНК-азы, протеолитической
и гемолитической активностей. Кроме того, до-
полнительным критерием для отбора штаммов
служила их полирезистентность по отношению к
широкому спектру антибиотиков, которую выяв-
ляли в культуральных средах Müller-Xinton и AQV.
СМАБ вводили мышам внутримышечно каждый

раз по 0.3, 0.6 и 1 мг (концентрацию белка опреде-
ляли по методу Бредфорда) в физиологическом
растворе трижды: в 11.00, 18.00 и 11.00 ч следующего
дня. Выживаемость мышей в контрольной и опыт-
ной группах регистрировали на протяжении 4 сут.

Во 2-й серии исследования для изучения влия-
ния СМАБ на индукцию синтеза БТШ70 были
сформированы 2 группы животных: 1) контроль-
ным животным (белые мыши массой 20 г) вводили
СМАБ, инактивированный прогреванием на водя-
ной бане при 55С в течение 35 мин, в количестве
1 мг; 2) животным опытной группы внутримышеч-
но вводили СМАБ – 1 мг. Через 5 ч животных
умерщвляли и извлекали образцы печени, из кото-
рых экстрагировали водорастворимые белки в экс-
трагирующем буфере, содержавшем 0.05 М фос-
фатный буфер (рН 7.2), 0.3 М NaCl, 5 мМ ЭДТА и
0.1% тритон Х-100. Эти белки фракционировали
методом электрофореза в градиенте плотности по-
лиакриламидного геля (4–12%). После завершения
электрофореза осуществляли перенос белковых
полос на нитроцеллюлозную мембрану с размером
пор 0.2 мкм в течение 1 ч в аппарате для вестерн
блоттинга под напряжением 80 вольт. После пере-
носа белковых фракций нитроцеллюлозную мем-
брану инкубировали в блокирующем буфере при
постоянном покачивании на рокере, затем ее ин-
кубировали с поликлональными антителами к
БТШ70 в разведении 1:1000 в буфере для антител в
течение ночи при 4С при постоянном покачива-
нии на рокере. Далее мембрану трижды отмывали и
инкубировали с козьими противокроличьими им-
муноглобулинами, конъюгированными с перокси-
дазой хрена (вторые антитела) в разведении 1:5000
в буфере для антител при комнатной температуре в
течение 1 ч. Мембрану трижды отмывали и подвер-
гали воздействию хемилюминесцентного раствора
в течение 1 мин при постоянном покачивании на
рокере, встряхивали и промокали салфеткой, обо-
рачивали прозрачной пленкой, накрывали фото-
графической пленкой для авторадиографии, поме-
щали в кассету для авторадиографии и экспониро-
вали в течение 5 мин, после чего фотопленку
проявляли, фиксировали и промывали водой.

В 3-й серии эксперименты были выполнены на
сазанах (Cyprinus carpio Linne) массой 16–25 г, вы-
ращенных в прудовых хозяйствах г. Нефтечала
(Азербайджан). Животных разбили на 2 группы:
1) контрольная группа (n = 17) – животных содер-
жали в контейнере с пресной водой, содержавшей
инсектицид актары в концентрации 400 мг/л;
2) опытная группа (n = 15) – животным внутримы-
шечно вводили СМАБ из расчета 1 мг/10 г массы и
помещали в контейнер с пресной водой, содержав-
шей инсектицид актары в концентрации 400 мг/л.
По результатам опытов определяли количество вы-
живших рыб (в процентах).
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В 4-й серии эксперименты были выполнены на
сазанах (Cyprinus carpio Linne) массой 20–34 г. Жи-
вотных разбили на 3 группы: 1) интактная группа
(n = 7) – животных содержали в пресной воде;
2) контрольная группа (n = 6) – кроличьи неим-
мунные -глобулины; животных содержали в кон-
тейнере с пресной водой, содержавшей актару в
концентрации 420 мг/л; 3) опытная группа (n = 8) –
кроличьи поликлональные антитела к СМАБ; жи-
вотных содержали в контейнере с пресной водой,
содержавшей актару в концентрации 420 мг/л.
Препараты вводили внутримышечно в количестве
1 мг на 10 г массы тела в забуференном физиологиче-
ском растворе (рН 7.3). По результатам опытов опре-
деляли количество выживших рыб (в процентах).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В 1-й серии исследований при создании перито-

нита мышам контрольной и опытной групп внут-
рибрюшинно вводили приблизительно 800000–
1000000 единиц суспензии кишечной палочки на
животное. Применение указанной дозы приводило
к гибели 70% животных из контрольной группы на
4-й день после введения суспензии кишечной па-
лочки (рис. 1).

Внутримышечное введение различных коли-
честв СМАБ животным осуществляли дважды в
первый день и один раз утром следующего дня сра-
зу после внутрибрюшинного введения суспензии
кишечной палочки. Использованные однократные
дозы 0.3 и 0.6 мг СМАБ не оказывали влияния на
количество выживших животных. Вместе с тем
трехкратное введение по 1 мг СМАБ приводило к
75%-ному выживанию животных к 4-му дню после
введения суспензии кишечной палочки по сравне-
нию с 30%-ным выживанием в контрольной груп-
пе животных (p < 0.05; рис. 1). Описанный
положительный эффект инъекций СМАБ на вы-
живание животных был воспроизведен несколько
раз.

Во 2-й серии исследования методом вестерн
блоттинга с применением поликлональных анти-

тел к БТШ70 было выявлено, что внутримышечное
введение СМАБ мышам по прошествии 5 ч приво-
дило к резкому увеличению уровня БТШ70 в пече-
ни животных опытной группы, тогда как введение
инактивированного нагреванием СМАБ не вызы-
вало изменения в уровне БТШ70 в контрольной
группе животных (рис. 2). Обработка моноклональ-
ными антителами к тубулину нитроцеллюлозной
мембраны после переноса на нее водорастворимых
белков печени мыши и вымывание с мембраны ан-
тител к БТШ70 с помощью стриппингового буфера
указывает на равномерное распределение тубулина
между различными белковыми полосками, что
свидетельствует о равномерной загрузке карманов
с белковыми пробами контрольных и опытных жи-
вотных в полиакриламидном геле во время прове-
дения электрофореза и исключает возможность
интерпретации увеличенного количества БТШ70 в
связи с неодинаковым количеством нанесенных
белковых проб. Таким образом, полученные мето-
дом вестерн блоттинга данные указывают на ин-
дукцию усиленного синтеза БТШ70 под влиянием
введенного извне СМАБ.

В 3-й серии исследований, выполненной на са-
занах массой 16–25 г, было обнаружено, что внут-
римышечное введение СМАБ животным перед по-
мещением в воду, содержавшую высокую концен-
трацию инсектицида актары (400 мг/л), приводит к
выживанию всех особей из опытной группы в тече-
ние 5 сут, тогда как в контрольной группе за этот

Рис. 1. Влияние в.м. введения СМАБ на выживаемость
мышей от перитонита. * – p < 0.05.
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Рис. 2. Влияние в.м. введения СМАБ на уровень
БТШ70 в печени мышей. Полосы 1–3 – фракции водо-
растворимых белков печени мышей, инъецированных
инактивированным СМАБ; полосы 4–6 – фракции во-
дорастворимых белков печени мышей, инъецирован-
ных нативным СМАБ. Стрелкой указана локализация
БТШ70 на фореграмме.
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период выжило лишь 35% (6 из 17) животных (p <
< 0.001; рис. 3).

В 4-й серии исследований, выполненной на са-
занах массой 20–34 г, было выявлено, что введение
животным опытной группы антител к СМАБ в тече-
ние 5 сут вызывало гибель у 75% особей, помещен-
ных в воду, содержавшую актару в концентрации
420 мг/л. В то же время в интактной и контрольной
группах выжили все животные, помещенные в
идентичные условия (p < 0.001; рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты проведенных исследований показа-

ли, что искусственное повышение уровня СМАБ в
организме животных разных видов способствует их
выживанию при воздействии летальных доз токси-
нов бактериальной и химической природы, вызы-
вающих в этом же эксперименте высокую смерт-
ность у животных интактной и контрольной групп.
Вместе с тем блокада активности СМАБ антитела-
ми в значительной степени повышала чувствитель-
ность животных к воздействию токсинов и приво-
дила к их гибели, тогда как в интактной и кон-
трольных группах все особи оставались живыми.

Полученные результаты указывают на то, что
активация серотонинергической системы на суб-
клеточном уровне за счет введения СМАБ запуска-
ет защитные ресурсы организма. Результаты опы-
тов на мышах показали, что введение им СМАБ
вызывает усиленный синтез БТШ70, который, бу-
дучи представителем класса белков-шаперонов,
обеспечивает защиту тканей организма от гипер-
термии, аноксии, изменения рН среды в кислую
или щелочную стороны, эпилептических судорог
и т.д. [1, 7, 8]. Вместе с тем в ранее проведенных на-
ми исследованиях было показано, что СМАБ обла-

дает антимутагенной активностью, поскольку вве-
дение его рыбам перед помещением их в загрязнен-
ную тяжелыми металлами и полиароматическими
углеводородами среду приводит к резкому сниже-
нию уровня мутаций в соматических клетках их орга-
низма [4]. Эти результаты позволяют предположить
существование и другого защитного механизма: воз-
можно, что СМАБ вызывает конформационные
перестройки в структуре хроматина, переводя его в
конденсированное, таким образом, более защи-
щенное от воздействия неблагоприятных факторов
состояние, предотвращая развитие мутагенных из-
менений в тканях. На возможность существования
такого механизма указывают результаты, получен-
ные на модели эмбрионального развития большого
прудовика (Lymnaea stagnalis), в которых добавле-
ние СМАБ в инкубационную среду эмбрионов на
стадии четырех бластомеров приводило к дозо-за-
висимому торможению развития [3]. Добавление
СМАБ в среду инкубации эмбрионов шпорцевых
лягушек (Xenopus laevis) на стадии бластулы вызы-
вало их тотальную гибель (Мехтиев и др., неопубли-
кованные данные). Кроме того, заключение о воз-
можности существования такого механизма осно-
вывается также на результатах изучения
активности СМАБ в поведенческих эксперимен-
тах. Как известно, формирование памяти на при-
обретенные формы поведения невозможно без до-
статочно высокой активности генетического аппа-
рата, а ее блокада перед сеансами обучения
животных приводит к нарушению формирования
следов памяти [5]. В ранее проведенных нами ис-
следованиях было выявлено, что при формирова-
нии следов памяти в моделях с положительным и
отрицательным подкреплением уровень СМАБ в
коре головного мозга значительно снижается, то-

Рис. 3. Влияние в.м. введения СМАБ на выживаемость
сазанов при экспозиции в воде, содержавшей леталь-
ную дозу актары, в течение 5 сут. *** – p < 0.001.
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Рис. 4. Влияние в.м. введения антител к СМАБ на вы-
живаемость сазанов при экспозиции в воде, содержав-
шей сублетальную дозу актары, в течение 5 сут. *** –
p < 0.001.
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гда как его внутримозговое введение до сеансов
обучения препятствует формированию следов па-
мяти [6]. Приведенные выше результаты являются
косвенным подтверждением предполагаемого вли-
яния СМАБ собственно на конформацию хрома-
тина, переводящего его в защищенное от пагубно-
го влияния неблагоприятных факторов состояние.
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Activation of the Serotoninergic System Promotes Survival 
of Different Animal Species Exposed to Bacterial and Chemical Toxins
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We analyzed the role of serotonergic system in the protection of an organism of different animal species (mice,
fish) from lethal doses of bacterial and chemical toxins. In the first series of experiments, peritonitis was induced
in mice by i.p. administration of the pathogenic Escherichia coli strain, and the following i.m. administration of
the serotoninmodulated anticonsolidation protein (SMAP) significantly increased their survival rate (75 vs. 30%,
p < 0.05). In the second series, Western blot analysis showed that i.m. administration of SMAP to mice led after
5 h to a sharp upregulation of the 70 kDa heat shock protein (HSP70) in the liver. In the third series, carried out
on the common carp Cyprinus carpio L., i.m. administration of SMAP prior to putting the fish into water con-
taining a high concentration of a systemic insecticide Actara led to the survival of all individuals in the experi-
mental group over the period of 5 days, whereas in the control (SMAP-free) group the survival rate over the same
period was only 35% (p < 0.001). In the fourth series, administration of antiSMAP polyclonal antibodies to
C. carpio caused death of 75% of individuals that were put for 5 days into the water containing the sublethal Ac-
tara dose, whereas in the intact and control groups all individuals survived under the same conditions (p < 0.001).

Key words: bacterial and chemical toxins, lethal doses, serotonin-modulating anticonsolidation protein (SMAP),
survival of animals, HSP70
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