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В работе приведены результаты исследования влияния слизи кожи рыб разных видов на 
тромбоциты крови жвачных. Показано, что использование слизи кожи карпов и сомов ак-
тивирует агрегацию тромбоцитов овец и коров сравнимо с коллагеном – сильнейшим агони-
стом тромбоцитов млекопитающих. Обнаружено, что все исследуемые методом дот-бло-
та образцы слизи образовали иммунореплику с поликлональными антителами кролика, 
специфичными к тромбопластину и протромбопластину. При проведении электрофореза 
слизи установлено, что во всех образцах отчетливо выражена белковая составляющая 
с массой в диапазоне 25–35 кДа, что может соответствовать массе как тромбопластина, 
так и протромбопластина.
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Фомина Л.Л., Кулакова Т.С., 
Ошуркова Ю.Л., Вайцель А.Э.

©

https://orcid.org/0000-0001-6850-6663
http://www.researcherid.com/rid/T-8368-2018
mailto:academy@molochnoe.ru
https://orcid.org/0000-0002-9528-2535
https://orcid.org/0000-0002-8376-0296
http://www.researcherid.com/rid/T-8759-2018


АГРОЗООТЕХНИКА, Том 3, № 1 – 2020

Кормопроизводство, кормление сельскохозяйственных животных и технология кормов

2

Биотехнология и биотехнологические 
процессы широко применяются в трех от-
раслях народного хозяйства – медицине, 
сельском хозяйстве и промышленности, 
одним из перспективных направлений 
в современной фармакологии является со-
здание биологически активных препара-
тов на основе веществ природного проис-
хождения [1; 2, с. 3].

В целостном организме при отсутствии 
патологических воздействий жидкое со-
стояние крови является следствием рав-
новесия факторов, обусловливающих про-
цессы свертывания и препятствующих их 
развитию. Нарушение подобного баланса 
может быть вызвано очень многими трав-
мами, ранениями и послеоперационными 
осложнениями, связанными с поврежде-
нием крупных кровеносных сосудов, или 
стать наиболее опасным их спутником. 
Однако и ранения мелких артериальных 
сосудов или вен не могут считаться для 
организма безразличными и при ряде 
обстоятельств часто становятся причи-
ной возникновения острого малокровия 
и даже гибели животного. Поэтому оста-
новка кровотечения является неотложной 
хирургической помощью [3].

При больших обширных геморрагиях 
только остановить кровотечение мало: 
важно, чтобы средство, которое было 
применено, не вызывало каких-либо ос-
ложнений и реакций со стороны орга-
низма.

Самопроизвольная остановка кровоте-
чения наступает тем быстрее и легче, чем 
меньше калибр сосуда и чем больше по-
вреждается его стенка. Например, пере-
резка сосуда острым скальпелем всегда 
сопровождается более интенсивным кро-
вотечением, чем перерезка того же сосуда 
ножницами [3].

Однако всякое повреждение более или 
менее крупных сосудов, сопровождающее-
ся кровотечением, требует немедленного 
хирургического вмешательства.

В ветеринарной и медицинской хирур-
гической практике проблема остановки и 
профилактики кровотечений очень акту-
альна, поэтому создание биологического 
гемостатика из природных пептидов, об-
ладающих высокой биологической актив-
ностью, менее выраженным побочным 
действием и высокой доступностью, пред-
ставляет значительный интерес [4; 5].

Несмотря на все положительные момен-
ты этих препаратов, их общим минусом 
является высокая стоимость содержания 
и выращивания гидробионтов, а также 
сложность получения компонентов для 
изготовления этих препаратов.

В настоящее время отсутствует инфор-
мация о наличии на фармацевтическом 
рынке гемостатических препаратов на ос-
нове активных компонентов слизи кожи 
рыб. Однако Б.А. Кудряшов, Г.В. Андре-
енко, П.Д. Улитина (1958) на основании 
анализа свертывания крови у беломор-
ских рыб – трески, наваги, зубатки, быч-
ков и пинагора – пришли к выводу, что 
у них «биохимическая система сверты-
вания крови сходна с системой млекопи-
тающих животных». У рыб найдены ос-
новные тромбогенные белковые компо-
ненты: тромботропин, протромбокиназа 
и тромбокиназа, протромбин, тромбин 
и фибриноген. Эти же авторы обнаружи-
ли, что слизь кожи рыб является богатым 
источником протромбокиназы. Слизь 
с кожи трески, даже разведенная в 10 раз, 
способна свертывать оксалатную плазму 
в течение 12–13 сек [4–8].

Известно, что слизь рыб обладает бакте-
рицидными свойствами. Так как в водной 
среде процесс свертывания крови затруд-
нен, возможно, слизь выполняет и гемо-
статическую функцию [4; 9].

Анализируя результаты предыдущих 
исследований, мы заключили, что слизь 
кожи карпов оказывала гемостатическое 
действие за счет активации тромбоцитов 
овец, то есть воздействовала на первич-
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ный гемостаз [10; 11]. В связи с этим цель 
нашей работы – сравнительная оценка 
агрегационной активности слизи кожи 
рыб разных видов на кровь коров и овец.

Материалы и методы
Для исследования использовалась слизь 

с кожи 12 экземпляров карпов (Cyprinus 
carpio carpio Linnaeus, 1758) и 9 экземпля-
ров африканских клариевых сомов (Clarias 
gariepinus Burchell, 1822). Рыбы содержа-
лись в аквариумах и УЗВ, расположенных 
в АкваБиоЦентре ФГБОУ ВО «Вологод-
ская ГМХА». Слизь получали по методике 
Шультца и др. (Schultz et al., 2007), собирая 
в полиэстеровые губки, нарезанные на 
кусочки 2х2х1 см [4; 5; 9].

Для оценки агрегационной активно-
сти слизи кожи рыб кровь овцы и коро-
вы забирали из яремной вены в пробир- 
ки с цитратом натрия 3,8% в соотноше- 
нии 9:1, центрифугировали 10 мин при 
1500 об./мин для получения обогащен-
ной тромбоцитами плазмы (ОТП). Часть 
плазмы отбирали, а оставшуюся центри-
фугировали при 3000 об./мин в течение 
20 минут, получая бедную тромбоцитами 
плазму. Для оценки агонистической спо-
собности слизи кожи рыб применяли ко-
личественный метод, основанный на ре-
гистрации изменений светопропускания 
богатой тромбоцитами плазмы с приме-
нением ФЭК по Howard M.A. [4; 5; 9].

Определялись суммирующий индекс 
агрегации тромбоцитов (СИАТ), ско-
рость агрегации (СА) и индекс дезагре-
гации тромбоцитов (ИДТ) овцы и коровы 
со свежеполученной слизью кожи рыб 
в сравнении с коллагеном – сильнейшим 
активатором агрегации тромбоцитов 
млекопитающих. Точность метода оце-
нивалась на основании результатов по-
вторных определений агрегационной ак-
тивности слизи с одной и той же порцией 
плазмы донора (не менее 9 определений) 
[4; 5; 9; 10].

Определение присутствия в слизи кожи 
рыб белков – тромбопластина (фактор 
свертывания III, тканевой фактор, TF) 
и протромбопластина (фактор свер-
тывания XI, F11) проводили методами 
дот-блота на образцах слизи от разных ви-
дов рыб. На нитроцеллюлозную мембрану 
(НЦ), заранее разрезанную на полоски, 
наносили испытуемые образцы слизи. 
После этого НЦ подсушивали и помеща- 
ли в 2%-й раствор бычьего альбумина (BSA) 
на 1 ч при комнатной температуре. Затем 
проводили отмывку НЦ в отмывочном бу-
фере (0,05%-й раствор Tween-20 в 1×PBS) 
в течение 10 мин. Далее НЦ инкубировали 
в 1,5 мл (для каждой полоски) специфич-
ных АТ (поликлональные, кроличьи) (при 
разведении в 80–120 раз от исходной кон-
центрации, заявленной производителем 
(Cloud-Clone Corp.)) в течение 24 ч при тем-
пературе 4 °С. Затем проводили отмывку 
в отмывочном буфере в течение 10 мин, 
после чего НЦ инкубировали в 1,5 мл 
(для каждой полоски) АТ к Ig кролика 
(анти-IgG кролика), конъюгированные 
с пероксидазой хрена – 2F12-HRP 
и 3F1-HRP, в разведениях – 1:200 (исход-
ные концентрации 0,8 и 0,6 мг/мл соот-
ветственно). Анти-IgG кролика добавля-
лись в смеси в соотношении 1:1 по объему 
в течение 24 ч при температуре 4 °С. 
Затем проводили отмывку в отмывочном 
буфере в течение 10 мин. После отмыв-
ки – проявление иммунореплики рас-
твором 3-аминоэтил-9-карбазола (АЭК), 
приготовленным на стабилизированном 
субстратном буфере (0,3 мл концентри-
рованного раствора АЭК добавляли к суб-
стартному буферу, разведенному деиони-
зированной водой 1:9). В случае положи-
тельной реакции происходило образова-
ние иммунореплики, имеющей вид точки 
(дота) от бледно- до ярко-розового цвета.

Электрофорез проводили в градиент-
ном (7,5%→15%), полиакриламидном 
геле (ПААГ), в денатурирующих услови-
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ях по следующей методике: 30% раствор 
акриламида: 29,0 г навески акриламида 
(HeliconH-0104-0.5) и 1,0 г N,N‘-метилен-
бисакриламида (SERVA 29196) помеща-
ли в мерную колбу вместимостью 250 мл, 
растворяли в воде очищенной при посто-
янном перемешивании на ультразвуко-
вой бане, затем доводили объем раствора 
до 100 мл и снова перемешивали. Полу-
ченный раствор фильтровали через цел-
люлозную мембрану с диаметром пор 
0,45 мкм. Раствор хранили при темпера-
туре 4–6 оС не больше месяца.

Раствор натрия додецилсульфата: 
10,0 г навески натрия додецилсульфата 
(HeliconAm-O227) помещали в мерную 
колбу вместимостью 250 мл, растворяли в 
небольшом объеме воды очищенной при 
аккуратном перемешивании, чтобы не 
допустить вспенивания, затем доводили 
объем раствора до 100 мл и снова переме-
шивали. Полученный раствор хранился 
при комнатной температуре.

Раствор аммония персульфата (APS): 
50,0 мг навески аммония персульфата 
(SigmaA-6761) растворяли в 0,5 мл воды 
очищенной. 1,5М буферный раствор 
трис-гидрохлорида (рН 8,8): 9,0825 г на-
вески трис(гидроксиметил)аминометана 
(Roche) помещали в стакан вместимостью 
50 мл и растворяли в 40 мл воды. Доводи-
ли рН раствора до 8,80 с помощью 1М рас-
твора хлористоводородной кислоты, за-
тем переносили в мерную колбу на 50 мл, 
доводили объем раствора до метки и пе-
ремешивали. Полученный раствор филь-
тровали через целлюлозную мембрану 
с диаметром пор 0,45 мкм. Раствор хра-
нили при 4–6 оС не больше месяца.

1,0 М буферный раствор трис-гидрохло-
рида (рН 6,8): 6,055 г навески трис(гидрок-
симетил)аминометана помещали в стакан 
вместимостью 50 мл, растворяли навеску 
в 40 мл воды. Переносили в мерную колбу, 
доводили рН раствора до 6,8 с помощью 
1М раствора хлористоводородной кис-

лоты. Объем полученного раствора до-
водили до 50 мл и перемешивали. По-
лученный раствор фильтровали через 
целлюлозную мембрану с диаметром пор 
0,45 мкм. Раствор хранили при 4–6 оС 
не больше месяца.

10х электродный буферный раствор: 
в мерную колбу вместимостью 500 мл 
помещали навески: 2,0 г натрия до-
децилсульфата (HeliconAm-O227), 6,0 г 
трис(гидроксиметил)аминометана и 30,0 г 
глицина (Panreac 141340.1000ф), раство-
ряли в воде и доводили объем раствора 
до 200 мл. Полученный раствор хранили 
при комнатной температуре не более трех 
месяцев. Перед анализом раствор разво-
дили водой очищенной в соотношении 
1:9 соответственно.

4-хбуферный раствор для образцов 
для электрофореза: смешивали 2 мл 1М 
буферного раствора трисгидрохлорида 
(рН 6,8), 5 г глицерина, 4 мл 10% раствора 
натрия додецилсульфата, 0,5 мл 2-мер-
каптоэтанола и 2 мг бромфенолового си-
него (SigmaB-5525). Полученный раствор 
хранили при 4–6 оС не больше месяца.

Красящий раствор Кумасси: 0,1 г наве-
ски Кумасси бриллиантового R250 (Serva 
35051) растворяли в смеси 50 мл спирта 
этилового и 43 мл воды очищенной. По-
лученный раствор озвучивали 5 минут 
на ультразвуковой бане. Затем добавляли 
7 мл ледяной уксусной кислоты и переме-
шивали. Полученный раствор фильтрова-
ли через целлюлозную мембрану с диа-
метром пор 0,45 мкм, затем хранили при 
комнатной температуре не больше двух 
месяцев.

Обесцвечивающий раствор: к 50 мл 
спирта этилового добавляли 35 мл ледя-
ной уксусной кислоты, доводили объем 
раствора до 500 мл и перемешивали.

Фиксирующий раствор: к 50 мл спирта 
этилового добавляли 7 мл ледяной уксус-
ной кислоты, доводили объем раствора до 
100 мл и перемешивали.
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2% раствор агарозы: 2 г навески агарозы 
для электрофореза помещали в стеклян-
ную колбу, добавляли 100 мл воды очи-
щенной и растворяли при нагревании.

Камера для вертикального электрофоре-
за: Mini-PROTEANTetraBioRad 165800.

Приготовление разделяющего геля: 
2% раствор агарозы нагревали в СВЧ-печи 
и наливали его с нижней стороны сте-
кол, создавая пробку. В стеклянном 
флаконе объемом 10 мл смешивали 12% 
ПААГ: 1,6 мл воды очищенной, 2 мл 30% 
раствора акриламида, 1,3 мл 1,5М Трис-ОН 
(pН 8,8), 0,05 мл 100 г/л SDS, 0,05 мл 
100 г/л APS и 0,002 мл тетраметил- 
этилендиамина (TEMED). Полученный 
раствор перемешивали и немедленно 
заливали, оставив место для концен-
трирующего геля (длина зубцов гребен-
ки плюс 1 см). Поверх раствора геля на-
слаивали 1 мл воды.

Приготовление концентрирующего ге-
ля: по окончании полимеризации воду 
полностью сливали. В стеклянном фла-
коне объемом 10 мл для получения кон-
центрирующего геля смешивали 0,68 мл 
воды очищенной, 0,17 мл 30% раство-
ра акрил амида, 0,13 мл 1,0 М Трис-ОН 
(рН 6,8), 0,01 мл 100 г/л SDS, 0,01 мл 
100 г/л APS и 0,001 мл TEMED. Раствор 
перемешивали и немедленно заливали 
на поверхность разрешающего геля, по-
мещая гребенку.

Приготовление раствора испытуемого 
образца: 20 мкл образца слизи кожи рыб 
отбирали в эппендорф, добавляли 10 мкл 

двукратного форезного буфера для вос-
станавливающих условий. Полученную 
смесь прогревали в течение 2 мин при 
температуре 97 °С. Готовый образец по-
мещали в лунки в объеме 20 мкл.

Результаты обрабатывали с помощью 
программного пакета Microsoft Excel. Срав-
нение данных проводилось с применением 
U-критерия Манна-Уитни для независимых 
групп. Значение P приняли равным 0,05.

Результаты и обсуждение
По современным представлениям, в 

остановке кровотечения участвуют два 
механизма: сосудисто-тромбоцитарный 
(первичный) гемостаз и плазменно-коагу-
ляционный (вторичный) гемостаз. Ранее 
было выявлено, что вторичный гемостаз 
у рыб все-таки менее активен – тром-
биновое и протромбиновое время у рыб 
в 5–10 раз продолжительнее, чем у мле-
копитающих [8; 12–14], но в то же время 
скорость свертывания крови рыб намного 
выше, чем у млекопитающих. Это можно 
объяснить тем, что физиологическую роль 
вторичного гемостаза у рыб может брать 
на себя выделяемая ими кожная слизь 
[4; 5; 9; 10]. Результаты сравнения агрега-
ционной активности слизи кожи рыб раз-
ных видов представлены в табл.

Анализируя полученные результаты, 
можно отметить, что при использовании 
слизи кожи рыб как агониста тромбоци-
тов овец получился достоверно более вы-
сокий индекс агрегации, чем при исполь-
зовании коллагена, сильнейшего агониста 

Таблица. Показатели агрегации тромбоцитов животных 
под влиянием слизи кожи рыб разных видов

Показатель

Кровь овцы Кровь коровы
слизь кожи 

карпов 
(n = 12)

слизь кожи 
сомов (n = 9)

коллаген
(n = 9)

слизь кожи 
карпов 
(n = 12)

слизь кожи 
сомов (n = 9)

коллаген
(n = 9)

СИАТ % 19,65±1,52* 20,00±2,33* 11,36±0,96 5,47±0,42 6,04±0,60 6,67±0,07
СА мин 0,005±0,001 0,004±0,001 0,006±0,001 0,001±0,0003 0,018±0,003 0,019±0,001

ИДТ % 5,72±0,41* 2,25±0,17 3,60±0,17 2,82±0,42* 1,53±0,22* 6,21±0,32
* Различия с коллагеном достоверны (р < 0,05).
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тромбоцитов млекопитающих. На агрега-
цию тромбоцитов коров слизь кожи рыб 
действовала с той же активностью, что 
и коллаген – СИАТ не имел достоверных 
отличий, но скорость агрегации была 
выше при воздействии слизи кожи карпов. 
Оптимальную структуру тромбоцитарно-
го сгустка характеризует индекс дезагре-
гации тромбоцитов, который был значи-
тельно ниже для крови коров при исполь-
зовании в качестве агонистов слизи кожи 
рыб, что указывает на большую устойчи-
вость образующихся агрегатов (рис.).

С учетом проявленной гемостатической 
активности и исследования [8] мы попы-
тались выделить белки слизи кожи рыб, 
активирующие свертывание крови, им-
мунологическими методами с помощью 
поликлональных антител кролика, специ-
фичных к тромбопластину и протромбо-
пластину. В отношении образцов слизи 
кожи рыб данные методы применялись 
впервые.

Mетодом дот-блота было обнаружено, 
что все исследуемые образцы слизи (даже 
при разведении в несколько раз) образо-
вали иммунореплику с поликлональными 
АТ кролика, специфичными к тромбопла-
стину и протромбопластину (отмечалось 

наличие бледно- или ярко-розовых точек 
(дотов) во всех квадратах, в которые вно-
сили образцы слизи). Полученные резуль-
таты подтверждают наличие в составе 
слизи кожи рыб искомых белков.

Для определения белкового состава об-
разцов слизи рыб был проведен электро-
форез. На полученных электрофореграм-
мах образцы слизи кожи рыб разных видов 
содержали сходный белковый состав, об-
ладающий различными молекулярными 
массами (в диапазоне – более 116 и менее 
14,4 кДа). Однако интенсивность окраски 
полос варьировалась, что может быть свя-
зано с различным количественным содер-
жанием белков в исследуемых образцах.

Как известно из литературных дан-
ных, искомые белки – тромбопластин 
и протромбопластин – имеют молеку-
лярные массы 33 и 29 кДа соответственно. 
На электрофореграммах есть полосы, со-
ответствующие указанным массам, ко-
торые, вероятно, могут соответствовать 
искомым в образцах белкам, в частности 
практически во всех образцах отчетливо 
выражена белковая составляющая с мас-
сой в диапазоне 25–35 кДа, что может со-
ответствовать массе как тромбопластина, 
так и протромбопластина.

Рис. Индекс дезагрегации тромбоцитов жвачных 
при воздействии слизи кожи рыб и коллагена
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Следующий этап – постановка имму-
ноблоттинга образцов с целью выявле-
ния искомых белков. Данный вид анализа 
продемонстрировал наличие в исследу-
емых образцах слизи кожи рыб искомых 
белков – тромбопластина и протромбо-
пластина, о чем можно судить по нали-
чию иммунореплик с поликлональными 
АТ кролика, специфичными к тромбо-
пластину и протромбопластину. Имму-
нореплики имели вид полос от бледно- до 
ярко-розового цвета, соответствующих 
молекулярным массам 33 и 29 кДа.

Таким образом, полученные резуль-
таты подтверждают наличие в соста-
ве слизи кожи рыб искомых белков, 
способных к иммобилизации на но-

сителе с сохранением своих антиген-
ных свойств.

Применение иммунохимических мето-
дов для детекции искомых белков в слизи 
кожи рыб обусловливает не только новиз-
ну полученных результатов, но и их ори-
гинальность. В целом слизь кожи разных 
видов рыб можно использовать для акти-
вации агрегации тромбоцитов жвачных 
животных. Весьма практичным видится 
решение о создании биологического гемо-
статика на основе пептидов из указанного 
природного источника. Полученные экспе-
риментальные данные позволяют перейти 
к следующему этапу исследования – про-
ведению более подробной характеристики 
анализируемых белков слизи кожи рыб.
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THE INFLUENCE OF SKIN MUCUS OF DIFFERENT 

SPECIES OF FISH ON THE PLATELET AGGREGATION 

ACTIVITY OF RUMINANTS IN VITRO 

Fomina L.L., Kulakova T.S., Oshurkova Yu.L., Vaitsel’ A.E.

The paper presents the results of a research of influence of fish skin mucus on the ruminants’ 
blood platelets. It is shown that the use of skin mucus of carp and catfish activates platelet ag-
gregation of sheep and cows which is comparable to the collagen, the strongest agonist of mam-
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mals’ platelets. It is found that all the mucus samples studied by means of the dot-blot method 
formed an immune-replica with polyclonal antibodies of rabbit specific to thromboplastin and 
prothromboplastin. When conducting mucus electrophoresis, it was found that a protein compo-
nent with a mass in the range of 25–35 kDa was distinctly expressed in all samples, which may 
correspond to the mass of both thromboplastin and prothromboplastin.

Fish, mucus, blood, hemostasis, platelet aggregation.
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