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Л. Б МЕЛИК-МУСЬЯН

К ПРИМЕНЕНИЮ МЕТОДА ГОМОРИ ДЛЯ ГИСТОХИМИЧЕСКОГО 
ИЗУЧЕНИЯ СЕТЧАТКИ ГЛАЗА

За последнее время гистохимические методы исследования вел- шири, 
входят в нейрогистологшо. Кроме, изучения морфологическом кар!ины эти 
методы дают возможность определить химический состе֊; тканей и проте­
кающий в них обмен веществ.

Общеизвестно какую важную роль в процессах метаболизма играют 
ферменты [I]. Поэтому изучение ферментативной активности в тканях 
приобретает особое значение. Известно также, что соединения фосфорной 
кислоты содержат в себе основную энергию, необходимую для физиоло 
гической деятельности клетки. Исходя из этого, изучение фосфорного об­
мена приобретает большой интерес.

По вопросу изучения активности фосфатаз в литературе имеется об- 
мирный материал, касающийся распределения как кислой, так и щелоч 
ной фосфатазы в различных органах и тканях. Исследования эти прозе 
Л.ы как на человеке, так и на животных, причем изучалась активность 
кислой и щелочной фосфатазы нс только в нормальных, ио и в патологи­
ческих условиях [3. 4].

I Что касается органа зрения, то основные исследования в этом на­
правлении относятся к щелочной фосфатазе, т. е. к местоположению фер­
мента в тканях глаза. Исследования ряда авторов Аллена и Фриденвальда 
[15], Ренса [7. 8. 9]. Линдеманна [ 10]. Иосиды [12. 13, 14]. Бехсра и Эйхнера 
|П] в др. показали распределение щелочной фосфатазы в различных от
делах органа зрения, начиная от эпителия коныоктивы век. кончая сеч 
чагой оболочкой и зрительным нервом.

Несмотря на достаточно широкое освещение состояния ферментатив­
ной активности щелочной фосфатазы в тканях глаза, изучению активности 
кислом фосфатазы посвящено сравнительно незначительное количество 
работ.

Нас интересовало состояние активности кислой фосфатазы сетчатки 
глаза у различных животных в норме. Определение кислой фосфатазы в 
сетчатке глаза биохимическим путем производилось по методу Бодянского. 
Наши данные свидетельствуют о повышенном содержании кислой фосфа­
тазы по сравнению со щелочной. Активность щелочной фосфатазы очень 
низка, кислой —940 1125 гамма.

Кроме՝ определения кислой фосфатазы биохимическим путем, мы ис­
следовали сетчатку также и гистохимическим методом. Особого внимания

:ивает метод, предложенный для этой цели в 1941 г. Гомори [3].
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Метод основан на следующем принципе: кислая фосфатаза является фер­
ментом, который расщепляет моноэфиры фосфорной кислоты. В качеств» 
моноэфиров в методе Гоморн применяется глицерофосфат натрия. Нахо­
дящийся в тканях фермент при pH — 4,7—5 растопляет глицерофосфат, 
осаждая ионы фосфорной кислоты на месте действия фермента в виде 
фосфата свинца, который под действием сернистого аммония превращает­
ся в черный сернистый свинец. Такие «черноокрашенные» места и явля­
ются .местом локализации активности фермента.

Чтобы избежать предварительной процедуры приготовления срезов 
(так как заливка в парафин и последующие условия обработки препарата 
снижают первоначальную активность энзима в ткани), мы прибегли к ис­
пользованию плоскостных препаратов сетчатки. Исследовалась сетчатка 
кролика, кошки, собаки, (8 глаз собаки, 17—кошки, 17 кролика). Жи­
вотное забивалось, глаза брались сразу после его забоя После энуклеа­
ции глаза, последний надрезался по экватору и фиксировался в 4% пей 
тральном формалине на холоду в течение одних суток. Суточная фикса­
ция была вполне удовлетворительной. Ацетоновая фиксация вызывала бы­
строе обезвоживание ткани и ее сморщивание.

Через сутки глаз вынимался из формалина, разрезался по экватору, 
содержимое его удалялось, после чего отсепаровывалась сетчатка. По­
следняя разрезалась на четыре части и тщательно промывалась в дистил­
лированной воде в течение 10—15 мин. в нескольких ее сменах. Обрабо­
танная таким образом сетчатка погружалась в субстрат, который поме­
щался в термостат при температуре 37՜.

Субстрат готовился по прописи Вольфа. Кабата и Ньюмана |5]. Ин­
кубация длилась от 2 ч. до суток. Такие сроки выдерживания препарата 
в субстратной смеси делались с целью полного выявления нервных эле 
ментов.

Уже через три часа обнаруживалась активность фермента. Получен­
ные нами данные оказались одинаковыми при разных сроках инкубации 
у разных видов животных. Так. при инкубации через 3. 4. 5. (5, 7. 8 ч. и 
сутки картина получалась идентичной. При инкубация более суток «окра­
шенные* места обесцвечивались.

По нашим данным на плоскостных препаратах сетчатки кислая фос­
фатаза активна в слое нервных волокон, ганглиозных клеток и наруж­
ном зернистом слое. Четко вырисовываются волокна зрительного нерва на 
всем протяжении сетчатки от соска зрительного нерва до ога йеггаЪ 
(микрофото I). Что же касается слоя ганглиозных клеток, то отмечается 
выраженное «окрашивание» ядра но сравнению с нейроплазмой клетки 
В некоторых препаратах ядрышки ганглиозных клеток выявляются доста 
точно четко; местами же ядро настолько темно «окрашено», что ядрыш­
ки почти не видны. Нейроплазма четко выражена; виден осадок в виде 
зерен по периферии клетки и по ходу отростков (микрофото 2). Между 
ядром и нейроплазмой остается узкая неокрашенная каемка. Отростки, 
отходящие от ганглиозных клеток, отчетливо видны почти до самого сво­
его конечного разветвления.
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Средние и мелкие ганглиозные клетки нмпрегнируются сильнее, осо- 
бенно ядра. Отростки от этих клеток почти не выявляются. Достаточно 
четко видны горизонтальные клетки и бйполяры (.микрофото 3). Получен­
ная морфологическая картина была одинаковой во всей серии опытов, 
что свидетельствует о специфичности данной реакции.

Смит [6] показал, что при нагревании срезов до 80 — 100' до инкуба 
цни фермент инактивируется, окраска нервных структур исчезает. 1о же 

самое получается, если из 
субстрата удалить глицеро­
фосфат или пользоваться пре­
паратами. которые фиксирова­
лись в формалине больше чем 
две недели. Наши опыты по­
казали, что длительная фор­
малиновая фиксация, также, 
как и температурная обработ­
ка ткани, вызывали сильное 
снижение актин։։ ости фер­
мента.

___  Опыты, проведенные А. М. 
Мик|-офото з. Чилингаряном|2|. показываю։

о некотором отличии между 
•ферментами ядер и нейронов. Очевидно, в связи с этим и следует объяс­
нить разницу в окраске ядра и отростков ганглиозной клетки сетчатки 
Таким образом, полученные данные говорят о следующем:

I. В сетчатке глаза наблюдается четко выраженная активность кис­
лой фосфатазы.

2. Активность кислой фосфатазы обнаруживается уже через три ча­
са после инкубации в субстратной среде.

. 3. Активность кислой фосфатазы в сетчатке глаза выше, чем актив­
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ность щелочной. Это доказывается ее определением биохимическим путем 
в наших опытах пи методу Бодянского.

4. На плоскостных препаратах кислая фосфатаза обнаруживается в 
следующих слоях: нервных волокон, ганглиозных клеток, наружном зер­
нистом.

5. Содержание кислой фосфатазы, вероятно, имеет Существенное зна­
чение для обмена веществ сетчатки.
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ԱՉՔԻ ՅԱնՑԱԹԱԱԱՆԹԻ ՀԻՍՏ11ՔԻՄԻԱԿԱՆ 11Ի11(1ԻՄՆԱԱԻ1։ՈԻԹՏԱՆ ՀԱՄԱՐ 
ՀՈՄՈՐԻԻ ՄԵԹՈԴԻ ԿԻՐԱՌՄԱՆ ԱՌԹԻՎ

Ա մ փ ո փ ո ւ մ

Հեղինակը Հոմորիի մեթոդով, Հիստո քիմիական ճանապար ՛ովուսոււքնա- 
“իրել կ թթվա յին ֆոսֆաւոոէզայի ակտիվության վիճակը կատվի, ճաղարի ու 
յան սէչրի նորմալ ցանցաթաղանթում ե հանդել Լ հետևյալ ևղրակացաթյանը ■

/. Այրի ցանցաթաղանթում նկատվում է ցայտուն արտահայտված թթվա­
յին ֆոս՚իատաղա յի ակտիվություն.

2. թթվային ֆոսֆաէոէողայի ակտիվությանը սուրստրատա յին միյավսւ /- 
բում բացա հ ալտվում է ինկարաղիայիր արդեն 3 մամ անց։

3. Աչքի ցանցաթաղանթում թթվային ֆոոֆատաղայի ակտիվս։ թյունր 
ավելի բարձը է, բան հիմ բային ֆսոֆտաազայի ակտիվա թյունր. որ ապացուց­
վում Ւ, բիոքիմիական մեթոդով ըստ թողանսկու,

4. Ցանցաթաղանթի տոտալ պրեպարատներում թթվային ֆսսֆասւաղան 
հայտնաբերվում Լ հեաևյալ շերտերում' ներվային մանրաթելերի, ղանղլիո- 
ղային 1՚?Ւ21։^1'Ւ’ արտաքին հատիկայինի։

5. թթվային ֆոոֆատաղայի պարունակությանը, ըաո հեղինակի են 
թաղքության , Լական նշանակություն անի ցանցաթաղանթի նյաթաւիսխանա 
կ ո t թյ ա ն հա մա ր t
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