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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СЕРОТОНИНА И 5-ОКСИИНДОЛУКСУСНОЙ
КИСЛОТЫ СПЕКТРОФЛЮОРОМЕТРИЧЕСКИМ МИКРОМЕТОДОМ

В РАЗНЫХ БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБЪЕКТАХ

В последнее десятилетие в центре внимания ученых самого различного
профиля неизменно находятся один из нейромедиаторов и тканевых
гормонов серотонин и отдельные продукты его обмена.

Известно, что серотонин обладает чрезвычайно широким диапазоном
биологического действия на функции нервной, сердечно-сосудистой,
эндокринной и мочеполовой систем, оказывает влияние на деятель-
ность органов дыхания, желудочно-кишечного тракта, печени, селезенки
(Курский, Бакшеев, 1974). Его считают не только нейромедиатором,
но и одним из регуляторов внутриклеточного обмена веществ, кровя-
ного давления, а также фактором роста и гемостаза.

Однако определение малых количеств серотонина в различных био-
логических объектах затруднено в связи с отсутствием соответствующих
надежных методов. Большинство из них разработаны для определения
серотонина только в одном определенном виде ткани (Плюшкис, Мату-
лис, 1976; Curzon, Green, 1970; Welch, Welch, 1969). В настоящей ста-
тье предложен усовершенствованный, быстрый и специфичный спектро-
фотофлюорометрический микрометод определения содержания серото-
нина и продуктов его обмена во многих биологических тканях и жид-
костях.

В настоящее время для определения серотонина используются био-
логические, колориметрические, газовые и тонкослойные хроматографи-
ческие и спектрофотофлюорометрические методы, однако все большее
распространение приобретают флюорометрические методы как самые
доступные, достаточно специфичные и воспроизводимые.

Серотонин и другие 5-оксииндолы интенсивно флюоресцируют
в нейтральных и слабокислых растворах при возбуждении ультрафио-
летовыми лучами с длиной волны 295 нм и максимумом спектра флюо-
ресценции при 330 нм (Maickel и др., 1968; Udenfriend и др., 1955).
В сильных растворах соляной кислоты серотонин максимально флюо-
ресцирует при 550 нм. Исходя из этого предложены некоторые методы
анализа серотонина, основывающиеся на его флюоресцентных свой-
ствах.

При рассмотрении флюорометрических методов выявилось, что
5-оксииндолы, в частности серотонин, образуют с о/?го-фталевым альде-
гидом (ОФА) в условиях нагревания и в присутствии сильной кислоты
интенсивно флюоресцирующие вещества (Maickel и др., 1968). Эта реак-
ция была использована для анализа в различных частях мозга серото-
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Таблица
1

Содержание
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пол
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и
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±0,03
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0,54±0,04
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0,52±0,03
(/)

0,26
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0,02
(2)

0,42
±0,02
(4)

0,35
(5) 0,28±0,02

(3)

0,20
±0,07

0,44
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0,08

0,35
(/)0,47±0,02

(5)

0,20
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0,43±0,02
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0,32
±0,02
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6

$
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Межуточный
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±0,04
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(/)
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±0,06
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±0,05
(/)

0,87
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IV
/
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Ствол
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1,11
±0,18

1,24
(/)

1,03
(5)
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0,57
(8)
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0,3
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2

$

XI/
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(
6
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и
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9
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Таблица
2

Содержание
серотонина(мкг/мл
)

и

5-оксииндолуксусной
кислоты

(мкг/г)
в

разныхтканяхи

жидкостях

Объект исследо- вания
Кол-во опытовМесяц
и
год анализа

Материал
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нина, позже ее начали употреблять и для определения содержания
5-оксииндолуксусной кислоты (5-ОИУК) (Miller и др., 1970). Некоторые
авторы (Curzon, Green, 1970) применяли для анализа серотонина и
5-ОИУК в небольших частицах мозга крыс наряду с ОФА д-цистеин
в целях повышения чувствительности флюоресценции.

.Поскольку в последние годы поступает все больше данных о чрез-
вычайно широком диапазоне биологического действия серотонина и все
больше начинают определять его содержание не только в мозге, но и
в других органах и жидкостях животных, возникла необходимость
в разработке универсальных методов определения его и его метаболи-
тов. Исследованиями нашей лаборатории показано, что флюорометри-
ческнй метод с использованием растворов ОФА и л-цистеина применим
для определения серотонина не только в мозге крыс и его частях, но и
в мозге других лабораторных животных (мышей, кроликов), а кроме
того, в других животных тканях (например, в поджелудочной железе).
После специальной подготовки материала эту методику в несколько
модифицированном виде можно применить для определения содержа-
ния серотонина и 5-ОИУК в разных жидкостях (крови, слюне, желу-
дочном соке). Полученные данные совпадают с результатами из лите-
ратуры (табл. 1,2),

Материал и методика

Исследовались различные отделы головного мозга крыс, мышей, кро-
ликов, поджелудочная железа крыс, секрет поджелудочной железы кро-
ликов и собак. Сразу после декапитации у животных извлекались мозг
и железы и прополаскивались в ледяном растворе Рингера, затем под-
сушивались на фильтровальной бумаге, замораживались на микротом-
ном столике, делились на исследуемые части, например передний мозг,
межуточный мозг, ствол мозга и т. д. . (Алликметс, Жарковский,
1976). Затем после взвешивания полученные части мозга и железы до
гомогенизирования держались в холодильнике при —12...—15°С.
Так как известно, что существует суточный ритм содержания серотонина
в разных тканях (Snyder и др., 1967), декапитацию производили всегда
в одно и то же время (примерно в 10 часов утра).

Анализ цельной крови начинали с ее гемолиза и осаждения белков
каким-либо общеизвестным методом.

Все растворы реактивов готовили на бидистиллированной
воде. Соли для буферного раствора (Na 2HPO4, ЮЖРСД) дважды пере-
кристаллизовывали. Органические солвенты при необходимости про-
мывали щелочью, кислотой и водой, а затем перегоняли. Реактивы
Ново-Черкасского завода синтетических продуктов не требуют такой
обработки. Следует отметить, что чистота органических растворителей
является одним из основных факторов, определяющих величину конт-
роля реактивов. Промывка является более эффективной процедурой
очистки, чем перегонка. Все растворы реактивов из органических ве-
ществ готовили непосредственно перед употреблением. Стандартные
растворы готовили с 100 мкг серотонина в 1 мл бидистиллированной
воды и хранили в холодильнике защищенными от света. В опытах
стандартный раствор серотонина разбавляют в 100 раз.

Для получения безбелковых экстрактов мозговую и железистую ткани
гомогенизировали примерно в 10 объемах ледяного подкисленного
бутанола (к 1 л w-бутанола добавляли 0,85 мл концентрированной
соляной кислоты) на льду. Гомогенаты центрифугировали дважды
в пластмассовых пробирках по 5 мин при 5000 об/мин (желательно
в рефрижераторной центрифуге).
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Для определения серотонина в пробирку I с притертой пробкой брали
2,5 мл экстракта бутанола, добавляли 5 мл н-гептана и 0,4 мл 0,1%-ного
раствора л-цистеина в 0,1 н. НСI. Если позволяло количество экстракта,
проводили 2—3 параллельных анализа. Пробирку встряхивали в тече-
ние 5 мин на электрической качалке и центрифугировали 5 мин при
3000 об/мин.

Для определения серотонина из пробирки I брали по 0,1 мл водя-
ной фазы в обыкновенные пробирки и добавляли 0,6 мл 0,004%-кого
раствора ОФА в 10 н. НСI. Пробу тщательно перемешивали и поме-
щали в термостат (100°) или в кипящую водяную баню на 15 мин.
После охлаждения измеряли интенсивность флюоресценции на спектро-
фотофлюориметре с использованием спектра возбуждения при 360 нм
п спектра флюоресценции при 470 нм.

В качестве внутреннего стандарта использовалось 0,3 мкг серото-
нина с добавкой всех реактивов. Из показателей опытов и стандартных
растворов вычитали показатели неспецифической флюоресценции реак-
тивов. В этих условиях интенсивность флюоресценции линейно возрас-
тала с увеличением содержания серотонина от 0,01 —0,025 до 2,5—

3,5 мкг.
Для определения 5-OИУК отсасывали 5 мл органической фазы

н-гептана и переносили в пробирку II с притертой пробкой, в которой
находилось 0,6 мл 0,5 М фосфатного буферного раствора с pH 7,0, не
содержащего органические ионы, встряхивали в течение 10 мин и цент-
рифугировали 5 мин при 3000 об/мин.

Из пробирки II отсасывали 0,2 мл буферной фазы и переносили
в пробирки А и Б. Для оксидирования 5-ОИУК в пробирку А прибав-
ляли микропипеткой 0,02 мл 1%-ного раствора л-цистеина в бидистилли-
рованной воде, а в пробирку Б - 0,02 мл 0,02%-ного раствора NalOi,
потом встряхивали. Затем в обе пробирки добавляли по 0,4 мл концент-
рированной НСI, а в пробирку А еще и 0,02 мл 0,1%-ного раствора
ОФА в метаноле и 0,02 мл 0,02%-ного раствора NaIÜ4 и встряхивали.
Через 30 мин в пробирку Б добавляли 0,02 мл 0,1%-ного раствора
л-цистеина и 0,02 мл 0,1%-ного раствора ОФА в метаноле и встряхи-
вали. Пробирки А и Б помещали в кипящую водяную баню на 10 мин,
а затем охлаждали и измеряли флюоресценцию. Одновременно готовили
стандартные растворы и пробы на реактивы. Стандартный раствор
содержит 15 мкг/'мл 5-ОИУК.

Интенсивность флюоресценции 5-ОИУК измеряли в микрокювете
при длине волны возбуждения 360 нм и флюоресценции 470 нм. Резуль-
таты холостого опыта (из пробирки Б) вычитали из результатов, полу-
ченных в пробирке А, а затем вычитали показатели флюоресценции
реактивов.

Содержание серотонина и 5-ОИУК рассчитывалось в микрограммах
на 1 г сырого веса ткани.

Результаты и обсуждение

По изложенной выше методике в нашей лаборатории проводят серий-
ные опыты для изучения специальных вопросов психофармакологии
или физиологии, которые сопровождаются определением содержания
серотонина и 5-ОИУК у контрольных животных. В этих исследованиях
контрольные опыты с интактными животными отражают физиологиче-
ски нормальное состояние их, биологическую норму содержания серо-
тонина н 5-ОИУК в соответствии с видовыми и половыми различиями,
сезонностью и т. д.
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Сезонность аккумуляции индоламинов может быть одной из причин
некоторого колебания данных о содержании серотонина в одних и тех
же органах (табл. 1,2). Конечно, немалую роль в этом играют и под-
опытные животные (их линии, вес, пол), а также техника проведения
операции и анализа.

Колебание содержания серотонина во многих тканях и секретах
животных и человека показывает, что решение очень многих биологи-
ческих задач невозможно без определения кинетики серотонина как
одного из индикаторов состояния организма. Для этого с успехом может
быть использован описанный выше унифицированный быстрый флюоро-
метрический метод. 16 замороженных проб можно проанализировать
в течение 3 ч. Спектр флюоресценции, по нашим данным, линейно зави-
сит от содержания серотонина в интервале 0,05—2,5 мкг. Флюоресцен-
ция 0,05 мкг серотонина была в 2—2,5 раза интенсивнее неспецифиче-
ской флюоресценции реактивов. Выход как серотонина, так и 5-ОИУК
в стандартных растворах был очень высоким (95 —105%). Таким обра-
зом, описанный метод может быть рекомендован для самого обширного
круга исследователей при изучении различных биологических материа-
лов.
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Resümee
Artiklis on kirjeldatud serotoniini ja tema põhilise metaboliidi 5-hüdroksüindooläädikhappe
määramist kiire spektrofotofluoromeetrilise mikromeetodi abil mõningates bioloogilistes
kudedes ja sekreetides ning esitatud sel meetodil saadud andmeid nimetatud ainete sisal-
duse kohta roti, hiire ja küüliku aju eri osades, roti pankrease koes, küüliku ja koera
pankrease nõres ning inimese süljes ja veres. Katsetulemusi on võrreldud kirjanduse and-
metega.
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Summary

A rapid spectrophotofluorometric micromethod for the simultaneous determination of
serotonin and 5-hydroxyindoleacetic acid in several biological tissues and secretes is
described. Serotonin and 5-HIAA contents estimated by. this method in discrete areas
of rat, mouse and rabbit brain, in rat pancreas tissue, rabbit and dog pancreas secrete
and human blood are reported. The results obtained are in good accord with data
contained in relevant literature.
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