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К МЕТОДУ ВЫЯВЛЕНИЯ СУКЦИНДЕГИДРАЗЫ
В МИКРОСТРУКТУРАХ центральной нервной системы 
и некоторые данные ее изменения при различных 

воздействиях

В настоящее время установлена взаимосвязь между окислительно- 
восстановительными и физиологическими процессами в нервно-рефлек­
торных звеньях организма [1]. Формирование нервного импульса в рецеп­
торах зависит от состояния биологического окисления в этих участках [2]. 
Однако весьма скудны литературные данные относительно выяснения 
взаимосвязи между отдельными ферментативными процессами сложной
системы биологического окисления и теми структурами, в которых орга­
низуется нервный импульс. Такое положение объясняется с одной сторо­
ны специфичностью и сложностью биологического окисления в разных 
синаптических зонах и отсутствием надежных и весьма специфичных ме­
тодов цито- и гистохимического исследования.

В настоящем исследовании мы задались целью изучить изменения 
сукциндегидразы одного из важнейших ферментов сукциноксидазной си­
стемы, в микроструктурах центральной нервной системы, путем воздей­
ствия факторов, изменяющих, в той или иной форме, основные нервные 
процессы в синапсах (ионы кадмия, коффеин, гексенал). Выбор данного 
фермента объясняется тем, что этот фермент играет чрезвычайно важную 
роль в лимоннокислом цикле Кребса, столь важного звена энзимохими­
ческого образования и превращений передатчиков нервного возбуждения 
в нервной системе. Сукциндегидраза является феррофлавопротеином и в 
составе своего протеина содержит сульфгидрильные группы.

На большом фактическом материале мы стремились найти всевоз­
можные причины помех при определении сукциндегидразы на свежих за­
мороженных срезах и попытались видоизменить существующие методы с 
целью полнее выявить активность сукциндегидразы во всех отделах цент­
ральной нервной системы.

Методическая часть

Принцип всех методов гистохимического определения активности
сукциндегидразы заключается в том, что разные слои тетразолия, такие 
как хлорид-трифенил-тетразол (ХТГ), тетразолиум синий (ТС), неотет- 
разолиум (НТ), тетразплиум нитро ВТ, имеют способность восстанавли­
ваться водородами, образуемыми от янтарной кислоты под действием сук­
циндегидразы. При ггом в местах локализации фермента образуются фор-
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мазаны разного цвета. Использованный в реакционной смеси янтарно­
кислый натрий дает основание думать, что реакция катализируется сук- 
циндегидразой. Однако не исключена возможность, что другие дегидразы 
могут также в определенной степени катализировать расщепление водо­
родных ионов от сукцината.

Вероятно отсутствием строгой неспецифичности этой реакции можно 
объяснить большую диффузность образования кристаллов формазана при 
определении сукциндегидразы. Как показали наши наблюдения, диффуз- 
ность распределения кристаллов формазана не одинакова в разных отде­
лах центральной нервной системы. Больше всего диффузность кристал­
лов видна в коре головного мозга, затем в спинном мозгу, корковом слое 
мозжечка, в продолговатом мозге и гипоталамусе. Несмотря на это кри­
сталлы накоплены в основном в нейронах именно в цитоплазме. Сукцин- 
дегидразная активность клеточного ядра весьма мала. Существенным пе-
достатком определения сукциндегидразы на свежезамороженных срезах 
является то, что все существующие методы определения сукциндегидра­
зы солями тетразолия не дают закономерных результатов. Нередки слу­
чаи, когда на срезах клетки не выявляются или едва бывают заметны их 
контуры. Наш опыт показывает, что важное значение имеет способ замо­
раживания, точный учет времени оттаивания, глубина замораживания и 
т. д. Так, например, при длительном замораживании углекислым газом, 
или при долгом оттаивании на срезах часто полностью отсутствует сук- 
циндегидразная реакция. • > ч

Некоторые авторы [3] причину отсутствия реакции объясняют тем. 
что в случае тонких срезов (8—10 микр) разрушается структура клеток, 
отчего исчезает активность сукциндегидразы. Однако трудно согласиться 
с тем, что только этим можно объяснить исчезновение активности фермен­
та, так как часто в наших опытах мы на отдельных срезах наблюдали 
полное или почти полное отсутствие активности сукциндегидразы, даже в 
тех случаях, когда толщина срезов была 30—40 микр.

Как показали наши опыты, следует обратить внимание на тэ обстоя­
тельство, что определенные реакционные смеси, приведенные в разных 
методиках, не одинаково хорошо выявляют активность сукциндегидразы 
в разных отделах центральной нервной системы. Вероятно, это касается и 
разных паренхиматозных органов.

Так, например, реакционная смесь Шелтона и Шнайдера [4], в состав 
которой входят: 0,1 М фосфатный буфер pH 7,6, 0,1% неотетразелиум, 
0,1 Мсукцинат натрия,дистиллированная вода в соотношении (1 : 1 : 1 : 1), 
удовлетворительно выявляет сукциндегидразу в коре у крыс при инкуба­
ции 37° в течение 1 ч. Однако для спинного, продолговатого мозга, моз­
жечка, гипоталамуса, как показали наши опыты, более пригодным яв­
ляется реакционная смесь следующего состава: 0,1 М фосфатный буфер 
pH 7,3, 0,2% чеотетразолиум, 0,1 М сукцинат натрия 1:1:1 при инкуба­
ции в аэробных условиях. -(- 37° в течение 1 ч.

Важное значенир ֊’меют высушивающие и температурная обработка 
срезов. Об этом в описании методики отсутствуют соответствующие ука-
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зания. Наши многочисленные опыты с очевидностью показали, что дли­
тельное 2—3-часовое высушивание при 20° или над термостатом ( 56°) 
в течение 40—45 мин. (после реакции), количество выявляемых клеток в 
несколько раз увеличивается, а в нейронах более интенсивно накаплива­
ются кристаллы формазаиа. Такая обработка оказалась пригодной для 
всех отделов центральной нерзной системы. На рис. 1 показана актив­
ность сукциндегидрззы в шейном утолщении спинного мозга крыс после 
высушивания на воздухе. Как видно из рис. I, количество выявленных

Рис. 1. Шейное утолщение спинного мозга крысы. Гистохимическая 
реакция на сукциндегндразную активность. Высушивание на воздухе. 

Об. 12, ок. 10.

клеток незначительно, а большие мотонейроны спинного мозга вообще не 
выявляются. Другая картина отмечается при температурной 56° обработ­
ке в течение 45 мин. Как видно из рис. 2, при этом количество видимых 
клеток в несколько раз увеличивается. Интенсивнс окрашиваются мото­
нейроны, затем клетки вегетативной нервной системы и чувствительные 
нейроны задних рогов спинного мозга.

При помощи второй реакционной смеси и после температурной обра­
ботки достаточно хорошо выявляется сукциндегидраза в ядрах гипотала­
муса (рис. 3), в продолговатом мозгу (рис. 4), мозжечке (рис. 5). Следу­
ет отметить, что в ядрах М. Зиргаорисц.ч и И. рагуеп1пси1апз сукциндегид­
раза находится в достаточно больших количествах. Однако она не строго 
локализирована в клеточных структурах, в то время как в ядрах заднего 
гипоталамуса, а также в ядрах продолговатого мозга кристаллы форма- 
зана главным образом сосредоточены в нейронах.

В большинстве наших опытов срезы были изготовлены на заморажи­
вающем м.икротоме, столик был полупроводниковым (создавалась посто­
янная температура). Это обстоятельство улучшило качество срезов, резко
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Рис. 3. Ядро 1.1/ш՛ । о । ипоыллм, си. Гт гохимичсск.1и реакция на сук 
циндегидрязную активность. Об, 12, ок. 10.

уменьшая ра шину проявления лкипикм ш форма тана на ра шых срезах.
Каким обратом при гистохимическом определении сукцпндегидразы 

необходимо учитывать следующие факторы.
I. Приготовить срезы на креостатах или на специальных столиках, 

благодаря чему колебание температуры 1аморажи1»яния нешачигельны. 
Причиной исчезновения реакции н отдельных, в частности । шких срезах,
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следует объяснить в основном колебаниями 1смпера1уры «лмораживапия
2. Для выявления активности сукциндегидразы коры головного мозга 

крыс рекомендуйся использовать I реакционную смесь, а для спинного, 
продолговатого мои а, 11111 и алл муса, а также мозжечка II смесь.

3. Надо придавать очень важное значение высушиванию и в особен 
кости «температурной» обработке при 56“ над термостатом в течение 
10 45 мин. 1акая обработка необходима для всех от долов центральной 
нервной системы.
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Изменения активности сукциндегидразы в микроструктурах 
центральной нервной системы под влиянием ионов кадмия, гек- 

сенала и кофеина

Методика исследования

В исследованиях были использованы крысы самцы весом 150—200 г. 
Гексенал вводился подкожно из расчета 15—17 мг на 100,0 веса. При 
такой концентрации животные засыпали через 5—10 мин. в течение 1,5 ч 
приняв боковое положение.

В некоторых случаях для продления времени наркоза через 1,5 ч. пов­
торно вводился гексенал и этим самым общее время наркоза длилось 3 ч. 
Кофеин (coffeini natrii benzoici) также вводился подкожно из расчета 
5—10 мг на 100,0 веса крыс, 2 раза в течение 2 ч. Были испытаны дозы 
ионов кадмия, вызывающие выпадение выработанных условных рефлек­
сов [5, 6], а также характерные изменения в системе гипоталамус-гипофиз 
[7, 8] (1 мг на 100,0 веса животного). Определялась активность сукцинде­
гидразы как через 3 ч., так и через 1—2 дня после 2-кратного подкожного 
введения ионов кадмия. Активность сукциндегидразы определялась по 
методу Шелтона и Шнайдера, учитывая вышеупомянутые модификации. 
Толщина срезов была от 30—50 микр.

Результаты опытов

При введении животным гексанала повышается активность сукцинде­
гидразы, а также количество выявленных клеток в нейронах шейного.

Рис. 6. Шейное утолщение спинного мозга Мотонейроны передне­
го рога спинного мозга. Гистохимическая реакция на сукцинде- 
ги{разную активность при введении гексенала. Об. 45, ок. 10.
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Рис. 7. Шейное утолщение спинного мозга. Мотонейроны передне­
го рога спинного мозга. Гистохимическая реакция на сукцнндсгид- 

разную активность при введении ионов кадмия. Об. 45, ок. 10.

утолщения спинного мозга (рис. 6, 7). В отношении коры гексенал не­
сколько уменьшал активность сукциндегидразы.

Следует заметить, что на контрольных срезах коры нам удалось об­
наружить отдельные слои пирамидальных клеток и клетки Беца по интен­
сивности окраски; при воздействии гексенала уменьшается активность 
сукциндегидразы и трудно было найти границы этих клеток.

Рис. 8. Шейное утолщение спинного мозга. Мотонейроны передне­
го рога спинного мозга. Гистохимическая реакция на сукцнндегид- 

разную активность. Контроль. Об. 90, ок. 10.
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Хофеин не вызывает заметных изменений в активности сукциндегид­
разы в нейронах спинного мозга, а в коре значительно увеличивает актив-
ность фермента.

Ионы кадмия через 3 ч. после введения, по сравнению с контролем, 
(рис. 8) увеличивают активность сукциндегидразы в основном в мотоней­
ронах передних рогов шейного утолщения спинного мозга (рис. 7). В по­
следующие дни этот факт не отмечается, а скорее имеется некоторое сни­
жение активности сукциндегидразы в разных отделах центральной 
нервной системы. В разных отделах центральной нервной системы одни и 
те же фармакологические агенты могут оказывать различное воздействие.

Приведенный фактический материал позволяет предполагать, что ве­
роятно фармакологическое торможение корковых центров может инду­
цировать процесс возбуждения в нижележащих отделах центральной 
нервной системы.

В отношении эффекта кадмия интересно то, что в первый период
своего действия ионы кадмия способствуют активации сукциндегидразы в 
нейронах спинного мозга. Выяснение механизма этого эффекта будет
иметь важное значение если учесть, что ионы кадмия принято считать тио­
ловым ядом, а сукциндегидразу как тиоловый фермент.
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որ ոնք ա լս կամ

и ին տ պսն ե րա մ ( կադմիում ի
իոններ, կոֆեին, հեքսհնալ}։ Մենք կատարել ենք մեթոդական փոփոխա֊ 
թէուններ, որոնք հնարավորություն հհ տվել կենտրոնական ն լա րդտ լին հա֊- 
մակարզութ յան բոլոր հատվածներում ավելի ցայտուն կերպով հա լտնա րև րե լու 
ավելի շատ րջիջնևրւ Առանձնակի ուշադրություն ենք դարձրել ոեակցիոն
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իւառնու րղների վերջիններիս կոնցենտրացիաների, ինչպես նաև ջեր­
մալին գործոնի

//րրւ են տրված ալն օպտիմալ պալմաններր9 որոնր //ր/ր7 կերպով հալտ֊ 
նարերում են նշված ֆերմենտի ակտ ի վու թ / ո ւն ը։

Մեթոդ ական վերաէիո իւութլունն երր հնտրա վորու թ լո ւն են տվե / ավելի 
լս*վ հա լտնարե րե լսւ րջ իջն ե րում տեղի ունե ցո ղ փոփո [սու թ լուններր տարրեր 
ազդակների ն երզ ո ր ծ ո ւթ ք ան դե պքում:

Օրինակ, կազմ [ւ ումի իոնների ներարկումից 3--- 4 մամ հետո րարձրա-
նում է ֆ!ւրմենտի ակաիվւււիքլունր որլնոլւլերլի րգիշներոււ 
չյու ]Ժ լան տակ բարձրանում է ֆերմ ենտի ակտ իվա իք քուն ր Տ երս ե 7/ այ ի ա զդ ե- 

ղնու զեղի բջի^եե *
րում) քււյկ ուղեղի էլևրյև ի րջիջնե րում, րն դհ ակա րւ տկր ք իջնում է։

Կոֆեինը րտրձրացնում է ֆերմենտի ակտ ի վո ւ թ լուն ր ուղեղի րջի Հ^նե֊
րում, իջե ցնսւմ Լ վերջ ինիս ա կտ ի վ о ւ թ լո ւն ր դեղի Ր?Ւջեերում։

Ւերված Աէվլալներր [^ոլ[! են տալիս ե զրակա զնեչու > որ ֆարմակոլոգիա­
կան ա րղե ւ ակումր կեղետլ/ւն կենտրոններում կարող / ինզսէկզիալի ենթարկել 
զրդոման պրոցեսնե րր կենտ րոնական ն լար դա լին համակարգության պերիֆ ե- 
րՒ1! հա տվածնե րում ւ
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