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This article presents the results of an experiment on the influence of serotonin-modulating anticonsolidation 
protein (SMAP) on the spatial memory formation of juvenile goldfish Carassius auratus (L.) in a maze with food 
reinforcement. Three experimental fish groups were formed: (1) intact animals, (2) experimental group (fish injected 
ICV with SMAP in 24 h before the beginning of training; 2 μl, 1.5 mg·ml–1), (3) active control group (fish injected 
ICV with inactivated SMAP). Goldfishes of the experimental group demonstrated the lowest capability for spatial 
recognition: the maximum level of performance of the task was on 4th day of the training – 38%, while the values of 
this index in fishes of the control and intact groups were 70% and 63% respectively. In general, throughout the 
period of the training the average value of task performance was 16% in the SMAP-injected fish (in the control and 
intact groups – 42% and 53%, respectively). By using Ds-Na-polyacrylamide gel electrophoresis SMAP composite-
on has been revealed. It was found that it consists of 10–12 protein components, among which four proteins 
dominated. They were identified by mass spectrometry MALDI-TOF: spectrin, dihydropyrimidinase-related 
protein 2 (DPYL2), tubulin and actin. It has been suggested that the most likely candidate responsible for the 
negative effects of SMAP on fish memory formation is DPYL2. It was hypothesized that anticonsolidation effect of 
SMAP is caused by the effect of DPYL2 which blocks the growth of axons or its cytostatic activity which leads to 
disorders in formation of new neurons in the brain as a result of learning.  

Keywords: teleosts; serotonin-modulating anticonsolidation protein; SMAP; learning; spatial memory  

Роль нейроспецифичного дигидропиримидиназа подобного белка-2 (dpyl2)  
в формировании пространственной памяти у костистых рыб  

Д. В. Гарина*, В. В. Большаков*, И. Ю. Торопыгин**, А. А. Мехтиев***, А. М. Андреева*  
*Институт биологии внутренних вод имени И. Д. Папанина РАН, Борок, Россия  
**Научно-исследовательский институт биомедицинской химии имени В. Н. Ореховича РАН, Москва, Россия  
***Институт физиологии имени А. И. Караева НАН Азербайджана, Баку, Азербайджан  

Исследовали влияние серотонин-модулируемого антиконсолидационного белка (СМАБ) на формирование пространственной памяти у 
молоди карася Carassius auratus (L.) в лабиринте с пищевым подкреплением. Опытной группе рыб за 24 ч до начала обучения вводили в 
область четвертого желудочка мозга 2 мкл СМАБ (1,5 мг/мл), контрольной группе – СМАБ, инактивированный нагреванием, интактная 
группа не подвергалась инъекции. Караси опытной группы продемонстрировали наихудшую способность к пространственному 
распознаванию: максимальный уровень обученности отмечался на четвертый день и составил 38% (в контрольной и интактной группах – 
70% и 63%, соответственно), в целом же за все время обучения средний показатель в опытной группе рыб составил 16% (в контрольной и 
интактной группах – 42% и 53%, соответственно). С помощью SDS-электрофореза в полиакриламидном геле установили состав СМАБ: он 
представлен девятью белковыми компонентами, среди которых по относительному содержанию доминируют четыре. С помощью масс-
спектрометрии MALDI проведена их идентификация: спектрин, дигидропиримидиназа-подобный белок-2 (DPYL2), тубулин и актин. 
Поскольку три из четырех указанных белков – структурные, мы предположили, что наиболее вероятный кандидат, ответственный за 
негативный эффект СМАБ на формирование долговременной памяти у рыб, – это дигидропиримидиназа-подобный белок-2 (DPYL2). 
Выдвинута гипотеза, что антиконсолидационный эффект СМАБ обусловлен эффектом DPYL2, блокирующим прорастание аксонов или 
его цитостатической активностью, нарушающей образование в результате обучения новых нейронов в головном мозге.  

Ключевые слова: рыбы; серотонин-модулируемый антиконсолидационный белок; СМАБ; пространственная память  
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Введение  
 

Память и обучение рыб в раннем онтогенезе, а также приобре-
тенные взрослыми особями навыки лежат в основе успешного 
существования вида, размножения и освоения им экологической 
ниши. В настоящее время установлено, что у рыб существует как 
кратковременная, так и долговременная память (Csányi et al., 1989; 
Zion et al., 2011), способность к простым (классический условный 
рефлекс) и довольно сложным формам научения (пространствен-
ное распознавание) (Rodriguez et al., 2005). Молекулярные меха-
низмы долговременной памяти рыб в последние десятилетия при-
влекают все больше внимания исследователей. Получены доказа-
тельства участия холинергической и глутаматергической нейро-
трансмиттерных систем в процессах обучения и памяти у Danio 
rerio (Cognato et al., 2012). Показана важная роль теленцефалона и 
его отделов (латерального и медиального паллиума) в формирова-
нии эмоциональной, временнóй и пространственной памяти у 
лучеперых рыб (Broglio et al., 2005, 2010). Дорзолатеральное уда-
ление теленцефалона золотой рыбки приводит к ухудшению про-
странственного распознавания, сходному с таковым при повреж-
дении гиппокампа млекопитающих (Portavella et al., 2002). Нейро-
физиологические исследования свидетельствуют также о вовлече-
нии мозжечка рыб в процессы памяти и обучения, как это наблю-
дается у высших позвоночных (Rodriguez et al., 2005). Обнаруже-
но, что острый стресс, вызванный феромоном тревоги или кайро-
моном хищника и примененный непосредственно перед тестиро-
ванием рыб, значительно ухудшает пространственную и сигналь-
ную память у Danio rerio (Gaikwad et al., 2011). Вместе с тем, в 
этой области физиологии низших позвоночных существует нема-
ло белых пятен.  

Серотонин-модулируемый антиконсолидационный белок, или 
СМАБ, первоначально выявлен в затылочной области коры го-
ловного мозга крысы после аппликации серотонина (Mekhtiev, 
2000). Название белка обусловлено, с одной стороны, установлен-
ной зависимостью его содержания в нервных клетках головного 
мозга млекопитающих от уровня серотонина (Gasanov & Mekh-
tiev, 1991; Mekhtiev et al., 2003), а с другой – негативным влиянием 
СМАБ на формирование долговременной памяти у животных 
(Mekhtiev, 2000). Нарушение консолидации следов памяти под 
действием СМАБ наблюдалось как у высших позвоночных (мле-
копитающих) в различных условно-рефлекторных моделях обуче-
ния (Guseinov & Mekhtiev, 2012; Mekhtiev et al., 2015), так и у низ-
ших (костистых рыб) при введении им СМАБ в желудочек мозга 
перед обучением (Garina & Mekhtiev, 2014). Кроме того, описан 
ряд других эффектов СМАБ, важных для жизнедеятельности ор-
ганизма: участие в обезвреживании токсинов (Movsum-Zadeh et al., 
2013), регуляции процессов эмбриогенеза и метаморфоза (Mekhti-
ev et al., 2016), антиоксидантный (Bakhshalieva et al., 2010), анти-
мутагенный (Mekhtiev et al., 2006) эффекты и некоторые другие.  

Участие СМАБ в регуляции столь значимых для нормального 
функционирования организма процессах привело к мысли о том, 
что он задействован в одном из ключевых сигнальных каскадов 
клетки. Целью данной работы являлось 1) исследовать влияние 
СМАБ на формирование пространственной памяти у рыб; 2) вы-
яснить состав СМАБ с помощью электрофореза в полиакрилами-
дном геле и затем идентифицировать выявленные белковые фрак-
ции с помощью масс-спектрометрии MALDI.  
 
Материал и методы исследований  
 

Схема поведенческого эксперимента. Эксперимент по ис-
следованию влияния серотонин-модулируемого антиконсолида-
ционного белка (СМАБ) на формирование пространственной па-
мяти у рыб проводили на молоди серебряного карася Carassius 
auratus (L.), выращенной на экспериментальной прудовой базе 
ИБВВ РАН (п. Борок) и затем содержавшейся в аквариальных ус-
ловиях в течение 4 месяцев. Возраст молоди на момент начала 
опыта составил 6–7 месяцев, средняя масса – 7,8–9,7 г, средняя 
длина 8,5–9,0 см. За 7 суток до начала эксперимента рыб взвеши-

вали, измеряли и помещали в индивидуальные контейнеры объе-
мом 4 л с принудительной аэрацией. Процедуру внутричерепной 
инъекции препаратов проводили под наркозом по ранее апроби-
рованной методике (Garina & Mekhtiev, 2014). Опытной группе 
рыб (n = 8) вводили в область четвертого желудочка мозга 2 мкл 
нативного СМАБ (1.5 мг/мл), контрольной группе (n = 10) – 
СМАБ в той же дозе, инактивированный нагреванием на водяной 
бане в течение 40 мин при температуре 55 ºС. Интактную группу 
карасей (n = 8) не подвергали каким-либо инъекциям. Через 24 ч 
после инъекции регистрировали динамику формирования навыка – 
нахождение корма, находящегося в определенном месте лабирин-
та (рис. 1), в течение 10 сеансов обучения.  

 
Рис. 1. Схема экспериментальной установки для исследования 

пространственной памяти у рыб: 1 – стартовая камера;  
2 – заслонка, закрывающая выход из стартовой камеры  

В течение суток обучение проводили однократно (один се-
анс). Регистрировали факт выполнения или невыполнения зада-
ния (нахождение и поедание корма) особью в течение 10 мин пос-
ле открытия заслонки в стартовой камере.  

Статистическую обработку полученных результатов проводи-
ли с помощью однофакторного дисперсионного анализа ANOVA 
(Statistica 7.0, StatSoft Inc., USA) при уровне значимости P < 0,05.  

Препарат. Серотонин-модулируемый антиконсолидационный 
белок (СМАБ) получен в Институте физиологии имени А. И. Ка-
раева НАН Азербайджана; выделен из мозга быка с использова-
нием методов высаливания сульфатом аммония и колоночной 
гель-хроматографии на сефадексе G-150, под контролем твердо-
фазного иммуноферментного анализа. Препарат доводили физио-
логическим раствором для холоднокровных животных (рН 7,3) до 
концентрации 1,5 мг/мл и хранили до начала работы при темпе-
ратуре –80 ºС.  

Исследование состава СМАБ и идентификация белков. 
Исследование состава СМАБ проводили в 12,5% Ds-Na-ПААГ в 
восстанавливающих условиях (Laemmli, 1970). В качестве марке-
ров молекулярной массы использовали набор белков PageRulerTM 
Prestained Protein Ladder Plus (10, 15, 27, 35, 55, 70, 100, 130, 
250 кДа) (Fermentas). Расчет величин молекулярных масс белков 
(MW) осуществляли с помощью программы ONE-Dscan, Ver 1.31 
(Scananalytic Inc.). После электрофореза из геля вырезали участки, 
содержавшие мажорные фракции белков, подвергали их трипси-
нолизу и затем идентифицировали белки с помощью масс-спект-
рометрии MALDI. Масс-спектры регистрировали на времяпролет-
ном масс-спектрометре BRUKER Ultraflex II (“Bruker Daltonics”, 
Германия). Идентификацию белков проводили в системе Mascot 
(опция «пептидный фингерпринт», www.matrixscience.com). Поиск 
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проводили в базе данных NCBI.nr среди белков всех организмов. 
Кандидатов, имеющих параметр достоверности score > 92 (P < 
0,05), считали достоверно определенными.  
 
Результаты  
 

Влияние ICV-инъекции СМАБ на пространственное рас-
познавание в лабиринте у карасей. Караси интактной группы 
обучались достаточно быстро: уже в первом сеансе обучения корм 
находили 3 особи из 8 (38%) (рис. 2).  

 
Рис. 2. Динамика формирования навыка  

у карасей находить корм в лабиринте  

Уровень обученности рыб постепенно увеличивался и дости-
гал максимума на пятые сутки (63%). Рыбы из группы активного 
контроля обучались в целом хуже, однако на пятые сутки у них 
выполняли задание 70% особей. У карасей опытной группы мак-
симальный уровень обученности наблюдался на четвертый день и 
составил 38%, в целом же за все время обучения средний показа-
тель составил 16% (в контрольной и интактной группах – 42 и 
53% соответственно) (P < 0,05).  

Электрофоретический анализ состава СМАБ. Исследова-
ние состава СМАБ с помощью электрофореза в денатурирующих 
условиях показало, что он представлен девятью компонентами, 
среди которых по относительному содержанию доминировали 
четыре (рис. 3, фракции 1–4). Все четыре фракции отобраны для 
масс-спектрометрического анализа.  

 
Рис. 3. SDS-электрофорез СМАБ: слева (столбик «СМАБ»): 
электрофореграмма СМАБ; стрелки справа указывают на 

локализацию фракций СМАБ (1–5), взятых на последующий 
анализ MALDI-TOF; стрелка слева – направление электрофореза; 

справа (столбик «М»): локализация маркеров молекулярной 
массы PageRulerTM Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas)  
на электрофореграмме; цифрами обозначены молекулярные 

массы стандартных белков-маркеров (кДа)  

Масс-спектрометрический анализ белков в составе СМАБ. 
Среди идентифицированных в составе СМАБ четырех белков ока-
зались спектрин (1), дигидропиримидиназа подобный белок-2 (2), 
тубулин (3) и актин (4) (табл. 1).  

Таблица 1  
Идентификация белков в составе СМАБ  

Номер фракции белка  
на электрофореграмме Кандидатный белок (NCBI) Accession number 

(NCBI) MW, Da сalc1/obs2 Score3 Coverage,4 % 

1 Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 isoform X2 [Bos taurus]  gi|528968379 272512/241840 126 14 
2 Dihydropyrimidinase-related protein 2 [Bos taurus] gi|115496400 62239/56540 188 45 
3 Tubulin beta-4A chain isoform X10 [Orcinus orca] gi|821404056 40540/52110 158 53 
4 Actin, cytoplasmic 2 [Canis lupus familiaris] gi|924442847 41711/39570 109 40 
5 Actin, cytoplasmic 2 [Macaca fascicularis] gi|54896078 41722/32260 119 37 

Примечание: 1 – расчетная величина молекулярной массы; 2 – экспериментальная величина молекулярной массы; 3 – величина достоверности; 4 – перекрыва-
ние аминокислотных последовательностей.  

Обсуждение  
 

Таким образом, нами впервые получены свидетельства нега-
тивного влияния серотонин-модулируемого антиконсолидацион-
ного белка на формирование пространственной памяти у костис-
тых рыб. Анализ состава СМАБ показал, что он состоит из не-
скольких белковых компонентов, при этом по относительному со-
держанию преобладают четыре белка. Параметр достоверности 
(score) для всех белков выше 92 (109–188); величины перекрыва-
ния аминокислотных последовательностей (coverage) четырех 
белков и их гомологов удовлетворительны (14–53); величины рас-
четных и экспериментальных молекулярных масс белков (MW) 
близки. Кроме того, экспериментальный и кандидатные виды жи-
вотных, у которых обнаружены белки со сходной структурой, при-
надлежат одному классу Mammalia. В целом указанные факты поз-
воляют утверждать надежность проведенной идентификации белков.  

Поскольку спектрин, тубулин и актин являются структурны-
ми белками, а все остальные фракции в составе СМАБ представ-
лены в слишком низкой концентрации, можно предположить, что 
наиболее вероятный кандидат, ответственный за эффекты СМАБ – 
это дигидропиримидиназа-подобный белок (dihydropyrimidinase-
related protein 2, DPYL2, или CRMP2) (www.uniprot.org/uniprot/ 
O02675). Это внутриклеточный нейроспецифичный 62 кДа белок, 
относится к небольшому семейству цитозольных фосфопротеи-
нов, известных как медиаторы Sema3A сигналинга и нейрональ-
ной дифференциации. После активации Sema3A плексин А связы-
вается с белками CRMP, вследствие чего они подвергаются фос-
форилированию протеинкиназами Cdk5, GSK3beta и Fes. У CRMP 
блокируется способность связываться с димерами тубулина, что 
вызывает деполимеризацию F-актина и в конечном счете – пре-
кращение роста аксона. Биологическая функция белков CRMP – 
участие в развитии и поляризации нейронов, регуляции роста ак-
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сонов и клеточной миграции (Schmidt & Strittmatter, 2007; Naka-
mura et al., 2000). Присутствие в составе СМАБ тубулина и актина, 
повидимому, обусловлено их взаимодействием с CRMP2 в клетке. 
Поскольку фракционирование СМАБ происходит в неденатури-
рующих (в отсутствии детергентов) условиях, дигидропиримиди-
наза подобный белок-2 элюируется с гель-хроматографической 
колонки G-150 в комплексе с тубулином и актином, одним пиком.  

Поскольку в основе обучения животных лежит образование но-
вых связей между нейронами, а внутримозговое введение СМАБ 
млекопитающим и рыбам перед выработкой у них условных ре-
флексов приводило к нарушению формирования у них памяти 
(Guseinov & Mekhtiev, 2012; Garina & Mekhtiev, 2014; Mekhtiev 
et al., 2015), можно предположить, что негативный эффект СМАБ 
на формирование пространственной памяти у рыб в настоящей 
работе обусловлен эффектом DPYL2, блокирующим прорастание 
аксонов, вовлеченных в формирование памяти нейронов. Кроме 
того, поскольку показано, что в результате обучения происходит 
образование новых нейронов в ряде структур головного мозга жи-
вотных (Sherstnev et al., 2010, 2016; Deng et al., 2010; Yau et al., 
2015), то антиконсолидационные эффекты СМАБ также могут 
быть связаны с цитостатической активностью DPYL2.  
 
Заключение  
 

В настоящем исследовании впервые установлено, что серото-
нин-модулируемый антиконсолидационный белок (СМАБ) ока-
зывает выраженное негативное влияние на формирование про-
странственной памяти у костистых рыб. В состав препарата 
СМАБ входят девять белковых компонентов, среди которых до-
минируют четыре: спектрин, дигидропиримидиназа подобный бе-
лок-2, тубулин и актин. Полученные результаты позволяют пред-
положить, что антиконсолидационный эффект СМАБ обусловлен 
эффектом DPYL2, блокирующим прорастание аксонов, или его 
цитостатической активностью, нарушающей образование в ре-
зультате обучения новых нейронов в головном мозге рыб. Для 
подтверждения этой гипотезы необходимы дополнительные ис-
следования с очищенным препаратом DPYL2.  
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