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Исследовано влияние различных факторов, связанных с процедурой цитохимиче
ского выявления аденнлатинклазы (АЦ) с целыо оптимизации условии проведения 
соответствующей реакции в. мозгу и определения локализации фермента на уровне 
световой и электронной микроскопии. АЦ мозга очень чувствительна к ионам свин 
на в инкубационной смеси и к условиям фиксации. Основное внимание уделено умень
шению влияния этих факторов, благодаря чему предлагаются методы цитохимического 
выявления АЦ мозга на уровне световой и электронной микроскопии.

Контроль специфичности реакции проведен инкубацией в среде без субстрата 
после тепловой денатурации, с применением специфических и неспецифических инги
биторов фосфатвысвобождающих ферментов, а также с заменой субстратов и действием 
медиаторов. Полученные данные свидетельствуют о возможности выявления в свето
вом я электронном микроскопе продукта реакции, обусловленного активностью АЦ.

Впервые о возможности элсктронноцитохнмического выявления АЦ 
сообщили Reik и соавт. [1]. Модифицировав инкубационную среду, пред
ложенную для обнаружения АТРазы. они приспособили ее для цитохи
мической реакции на АЦ и электронномикроскопически показали локали
зацию этого фермента на мембранах гепатоцитов. Принцип метода осно
ван на осаждении солями свинца пирофосфата, выделяющегося из АТР 
при проявлении активности АЦ. Howell, Whitefield [2]. заменив АТР 
на синтетический субстрат—аденнлнлимидоднфосфат (АИДФ), нс гидро
лизуемый АТРазами. показали, что так же, как и в печени, активность 
АЦ клеток островков Лангерганса проявляется на мембране.

Большинство последующих работ по ультраструктурному выявлению 
АЦ в различных органах выполнено именно этими методами или их мо
дификациями [3—7]. Однако эти методы не позволяют обнаружить АЦ 
в мозгу, несмотря на то, что активность фермента в нем выше, чем в лю
бом другом органе [8]. Это отмечали и авторы метода выявления АЦ с 
использованием кобальта в качестве агента, осаждающего пирофосфат 
[9]. Отсутствие цитохимической реакции в синапсах при свинцовом ме
тоде объясняют инактивирующим влиянием фиксатора [6]. Положитель

ные результаты, полученные кобальтовым методом, свидетельствуют о
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том. что причиной не}'дачи является нс фиксация, а скорее влияние осаж
дающего агента.

Целью настоящей работы является усовершенствование и система
тизация ранее предложенных методических разработок по цитохимиче
скому выявлению АЦ в мозгу на световом [10] и электронномикроскопи
ческом уровнях [11, 12]. Приведены данные по изучению влияния раз
личных факторов, начиная с фиксации, и каждого компонента инкуба
ционной среды для оптимизации условий сохранения активности АЦ и 
ее последующего цитохимического обнаружения, а также анализ резуль
татов контрольных экспериментов.

Способы фиксации и состав фиксаторов

Для воспроизводимого выявления АЦ большое значение имеют 
способы фиксации, различающиеся в зависимости от целей исследова
ния и подробно рассматриваемые в разделе «Методика обнаружения АЦ».

Из фиксаторов нами испробованы забуференные растворы 1.25 и 
2.5%-ного глютаральдегида. 1%-ного параформальдегида и их смесь в 
соотношении 1:1. Концентрации глютаральдегида нс имели существенного 
значения, но реакция в нервных структурах развивалась только при ис
пользовании дистиллированного глютаральдегида. Фиксация 1%-ным за- 
буференным параформальдегидом целесообразнее для выявления АЦ в ка
пиллярах. Забуфсренная смесь параформальдегида и глютаральдегида 
была апробирована при выявлении АЦ в синаптосомах коры [11].

Определенное значение имеют буферные смеси в составе фиксато
ров. применение какодилового и трис-буфера не обнаружило принци
пиальной разницы между ними. Использование фосфатных буферов 
нежелательно.

Значение состава инкубационной смеси

Концентрация ионов свинца в инкубационной смеси является лими
тирующим фактором при выявлении АЦ в нервной ткани. При исполь
зовании рекомендуемого в литературе состава инкубационной смеси [1] 
специфическая реакция в нервных волокнах и синаптосомах не разви
вается. Учитывая возможность ингибирующего влияния ионов свинка 
на АЦ [2. 3, 13. 14]. их концентрация была уменьшена вдвое—до 
2,4 мМ. Благодаря этому удалось показать АЦ в срезах мозговой ткани 
[10] и в изолированных нервных окончаниях, выделенных из мозга՛ 
крыс [11]. В последующем использовали 1.5 мМ раствор азотнокислого 
свинца [ 12]. Снижением его концентрации предотвращается значитель
ное ингибирование фермента, уменьшается возможность гидролиза суб
страта и обеспечивается выявление АЦ в мозгу.

Субстраты- Природным субстратом АЦ является АТР. Апробиро
вание ряда образцов АТР, полученных из различных источников (дрож
жевая. мышечная), содержащих различные металлы (натрий, барий,, 
магний) и изготовленных разными фирмами («Calbiochem*, Швеция; 
’Reanala, Венгрия; «rServa*, ФРГ; <rSigmaa США), показало их неоди- 
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паковую пригодность для обнаружения АЦ мозга. Предпочтительнее 
АТР с примесью ванадия (.Sigmas, США), ингибирующего АТРазы, 
потенциально мешающие выявлению АЦ и оказывающего стимулирую
щее действие на активность АЦ.

Аденилилимидоднфосфат (АИДФ) применяли только в контроль
ных экспериментах для установления специфичности реакции на АЦ.

буферы, pH инкубационной среды. Использование трис-малеатного, 
трис-HCI и какодилового буферов способствует проявлению примерно 
одинаковой картины. Применяя трис-виннын или какодилово-винный 
буферы, удается показать АЦ в нервных волокнах и синаптических 
окончаниях мозга даже при относительно высокой концентрации ионов 
свинца (2,4 мМ) в инкубационном растворе [1IJ, однако указанные бу
ферные смеси сильно активируют АЦ, что затрудняет исследование ее 
чувствительности к различным факторам. Поэтому эти методы выяв
ления АЦ имели ограниченное применение лишь для констатации ха
рактера локализации АЦ в тех или иных структурах.

В присутствии АТР активность АЦ мозга проявляется в довольно 
широком ряду значений pH—6,4—8,4, оптимум находится в пределах 
величин pH 7,2—7,6. При использовании АИДФ pH среды должен быть 
не ниже 8,3. АЦ в эндотелии капилляров мозга может быть выявлена 
и при более низких значениях pH.

Значение ионов магния. Истинным субстратом АЦ является 
Mg2+-ATP, поэтому магний в инкубационной среде необходим для об
разования комплекса с АТР. Магний обычно добавляют в виде серно
кислых или солянокислых солей в концентрации 1—10 мМ, то есть не в 
эквимолярных соотношениях с АТР, а в значительном избытке. Иссле
дования с варьированном концентрации солей магния в инкубационной 
среде показали, что наилучшее выявление АЦ в нервных структурах от
мечается в присутствии 4—10 мМ сернокислого магния.

Влияние теофиллина заключается в ингибировании фосфодиэстера
зы, которая переводит с АМР, образовавшийся под влиянием АЦ. в 
АМР. Казалось бы, что этот компонент среды необходим только при 
биохимических исследованиях, при которых активность АЦ измеряется 
по нарастанию уровня сАМР, но не имеет значения при гистохимиче
ском исследовании, когда активность определяется по пирофосфату. Од
нако исключение теофиллина из инкубационной среды способствует раз
витию фоновой окраски в ряде органов.

Методика обнаружения АЦ

Свстомикроскопическое выявление АЦ. Обязательным условием ци
тохимического выявления АЦ является фиксация перфузией. Наркотизи
рованных крыс перфузировали через аорту физиологическим раствором 
(200—300 мл), затем таким же объемом фиксатора—со скоростью 35— 
45 мл/мин. Замедление перфузии приводит к резкому ухудшению реак
ции на АЦ в нервных элементах. Для выявления фермента в капиллярах 
мозга скорость перфузии не так важна. После перфузии мозг при иеоб- 
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ходимости дополнительно фиксировали в смеси того же состава (2—20 ч). 
Возрастание продолжительности постфиксации отражается на интенсив
ности реакции, особенно капилляров мозга. Допустима перфузия боль
шим объемом фиксатора без последующей дофиксации.

После фиксации мозг отмывали 1—24 ч в 0.1 М какодиловом или 
трис-буфере, pH 7.4 с 8% сахарозы. Замороженные срезы (40 мкм), от
мытые в буфере (30—60 мин), инкубировали при 32—34° 1,5—3 ч в 
среде следующего состава: 0,1 М какодиловый или трис-буфер, pH 7,4 
0,5 мМ АТР. 8% сахарозы, 4 мМ сернокислого магния, 2 мМ теофилли
на, 1,5 мМ азотнокислого свинца. Последний добавляли перед употреб
лением, и после его растворения смесь фильтровали. В случае использо
вания АИДФ его концентрация должна быть 1 мМ, pH буфера—не ниже 
8,3, время инкубации—6 ч и более.

После инкубации срезы промывали в дистиллированной ьоде, в 
1%-ной уксусной кислоте (1 мин), снова в воде и «окрашивали» в 
0.5%-ном растворе сульфида натоия для визуализации пирофосфата 
свинца. Препараты заключали в глицерин-желатину и исследовали в све
товом микроскопе; Продукт ферментативной реакции в виде темных осад
ков маркирует места проявления активности АЦ (рис. 1).

Элсктронномикроскопическое выявление АЦ в срезах. Срезы фикси
рованного перфузией мозга, приготовленные на вибротомс, обрабатывали 
так же, как для световой микроскопии. После инкубации и промывки в 
буфере их дофиксировали в 1%-ной забуференной четырехокиси осмия 
(30—40 мин), обезвоживали в спиртах и смесях с пропиленоксидом и 
заключали в форме плоскопараллельной заливки.

На лавсановую пленку или фольгу, размерами больше предметного 
стекла, наносили капли заливочной среды, помещали в них срезы из смеси 
пропиленоксида со смолой и покрывали предметным стеклом, изготовлен
ным кз аралдита. Полученный «сэндвич» полимеризовали 16—18 ч при 
56°. После полимеризации лавсан или фольга легко отделяются и срезы 
остаются на предметном стекле из аралдита. Этот препарат просматри
вали в световом микроскопе, нужные участки вырезали и наклеивали на 
аралдитовыс блоки для ультрамикротомировакия и последующего целе
направленного исследования.

Элсктронномикроскопическос выявление АЦ в синаптосомах. АЦ си- 
паптосом является реактивным показателем изменения их функциональ
ного состояния [12], поэтому обязательно быстрое препарирование, осо
бенно на начальных этапах. Время между декапитацией животного и го
могенизацией мозга нс должно превышать 3—5 мин. 50—80 мкл сипап- 
тосом, выделенных по На]оз [15], преинкубировали 20 мин в 4 мл со
левой среды [16] комнатной температуры и фиксировали в суспензии 
равным объемом фиксатора. Через 15—20 мин синаптосомы осаждали 
центрифугированием при 15000 об/мин в течение 15 мин. Фиксатор сли
вали. а осадок промывали 0.1 М какодиловым буфером, pH 7,4 в течение 
18—20 ч. Кусочки размером не более 0.5 .мм3 инкубировали при 32—34° 
30—90 мин. После инкубации материал промывали 30 мин в трех сменах
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Рис. I. Фрагменты среза мозга крысы, инкубированного о среде, пред
назначенной для выявления AIJ; отложения продукта гистохимической 
реакции на АЦ видны в нервных окончаниях и по ходу нервных волокон: 
Объектив 63. окуляр 12.5; а—кора мозга, инкубация с АТР; б—область 

полосатого тела, инкубация с адснилвлимидодифосфатом



Рис. 2. Синапто՛ омы коры мозга крыс с различной локализацией АЦ 
(увелич.ч.и • >0000х): о продукт цитохимической реакции отлагается в 
постсннаитич .кои с.бла.ти и у сипа։-тосоммой мембраны; в части синап* 
ТОСОм реакция на АЦ отсутствует; 6—продукт цитохимической реакции 
проявляет֊ я внутри .ина։։ го. ом и вокруг них; а—препарат. инкубирован* 

ный в р?.։ без убстрата, реакция на АЦ отсутствует



0,1 М какодилового буфера. pH 7.4 и постфиксировалн 30—40 мин в 
1 /о-нон забуференнои четырехокиси осмия. Обезвоживание и заливку в 

аралдит проводили через смеси с пропиленоксидом.
51 льтратонкне срезы исследовали без контрастирования. Продукт 

ферментативной реакции в виде электронноплотного осадка отлагался в 
различных участках синаптосом (рис. 2).

Полученные данные свидетельствуют о возможности обнаружения 
АЦ мозга в случае соблюдения совокупности условий, которые предпола
гают: 1) быструю стабилизацию фермента фиксаторами, иммобилизую
щими активность АЦ: 2) уменьшение ингибирующего действия фиксато
ров сокращением времени их воздействия; 3) ослабление ингибирующего 
действия свинца снижением его концентрации; 4) применение соответ
ствующих субстратов.

Однако в ряде работ высказаны сомнения относительно данных, по
лученных методами с применением свинца в качестве фактора, осаждаю
щего пирофосфат [13, 14]. Основанием для этих опасений является, с 
одной стороны, повышенная чувствительность АЦ к ионам свинца, а с 
другой—доступность используемых субстратов АТР и АИДФ для дей
ствия других фосфатвысвсбождающих ферментов и их способность к 
неэнзиматическому гидролизу. С целью установления специфичности 
предложенных՝ методов проведены контрольные опыты.

Контроль специфичности цитохимической реакции на АЦ

Ферментативная природа реакции установлена опытами с инкуба
цией материала в среде без субстрата, а также с тепловой денатурацией, 
предшествующей инкубации. В отсутствие субстрата реакция не разви
вается даже после многочасовой инкубации. Отсутствие реакции после 
прогревания срезов ( 10 мин при 70е) свидетельствует о ферментативном 
характере реакции и об отсутствии осадков, обусловленных неэнзимати
ческим гидролизом АТР ионами свинца.

Влияние фторидов на иитохимически выявляемую АЦ. Фтористый 
натрий является неспецифическим ингибитором многих ферментов, в том 
числе нуклеозидтрифосфатаз и фосфомоноэстераз. Однако на АЦ он 
оказывает активирующее действие, поэтому влиянию фторидов придается 
большое значение. Этот эффект используется в цитохимических исследо
ваниях для подавления активности нуклеозидтрифосфатаз и активации 
АЦ, то есть в качестве фактора, дифференцирующего эти ферментные 
системы и способствующего специфическому выявлению АЦ.

Активирующее действие фторида на АЦ описано в эндоплазмагичс- 
ском ретикулуме, в аппарате Гольджи и в мембранах нервных клеток 
[6], в нейронах улиток [17] и других объектах [18] Есть данные и об 
отсутствии активирующего влияния фторида на АЦ [19, 20]. Показано 
также, что действие фторида проявляется не везде одинаково [1]. По 
мнению Cutler [18], фториды могут предотвращать ингибицию АЦ, 
обусловленную ионами свинца.

Наши эксперименты показали неоднозначность действия фторида 
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на АЦ. Так, реакция в капиллярах мозга несколько усиливалась, но на 
АЦ нервных структур фторид не оказывал стимулирующего влияния.

Биохимическими исследованиями установлено, что активирующее 
действие фторидов не проявляется в присутствии свинца [20]. Однако 
при биохимическом анализе всего объема ткани .как правило гетероген
ной. сдвиги, происходящие в отдельных структурах, могут маскироваться 
и не выявляться. Интереснее в этом отношении результаты, полученные 
на гомогенном материале—синаптосомах [21].Этими исследованиями по
казано. что потеря чувствительности АЦ синаптосом к фторидам наб
людается уже при фиксации альдегидами. Следовательно, обработка ма
териала, связанная с цитохимическим выявлением АЦ, нс всегда яв
ляется подходящей для проявления активирующего эффекта фторида.

Применение аллоксана при цитохимическом выявлении АЦ вошло в 
практику исследования после сообщения о его ингибирующем эффекте 
на АЦ печени [22]. Впоследствии ингибирующий эффект аллоксана на 
цитохимически выявляемую АЦ был описан и многими другими исследо
вателями [6, 9. 19, 23]. Однако в некоторых случаях ингибирование ал
локсаном проявлялось слабо [24] или имело ограничения и было эффек
тивным только в присутствии 20 мМ раствора фтористого натрия [23].

Наблюдаемое после добавления аллоксана помутнение раствора объ
ясняют [4] возможностью его взаимодействия со свинцом. Это может 
приводить к резкому снижению концентрации ионов свинца в инкуба
ционной смеси и предотвращению возможности протекания цитохимиче
ской реакции. Именно с этих позиций Kvinnsland [4] объясняет данные 
по ослаблению аллоксаном неэнзиматического гидролиза субстрата, при
веденные в работе Lemay, Jarett [13]. Нестабильность в щелочной среде 
и способность аллоксана образовывать комплексы с металлами дают ос
нование предположить, что его ингибирующее влияние на АЦ яв\ястся 
непрямым и связано с уменьшением копцентраци ионов свинца в инкуба
ционной смеси.

Наши попытки ингибировать АЦ с помощью аллоксана не дали ожи
даемых результатов [11]. хотя следует отметить, что при уменьшении 
концентрации свинца в инкубационной смеси добавление аллоксана при
водит к некоторому ослаблению реакции.

Цинк в качестве ингибитора АЦ был апробирован па ряде органов 
[8]. Наиболее выраженное ингибирующее действие цинка проявлялось в 
мозгу. Наши исследования по действию цинка (1 мМ) на АЦ изолиро
ванных нервных окончаний показали почти полное подавление цитохими
ческой реакции на АЦ.

Контроль на фосфомоноэстеразы. Известны случаи, когда субстра
том для фосфатаз может служить АТР. Поэтому был проведен контроль 
на щелочные и кислые фосфатазы в разных вариантах: с заменой суб
страта. с применением ингибиторов и изменением pH среды.

При инкубации срезов с p-глицерофосфатом вместо АТР не обнару
жилось ничего сходного с реакцией на АЦ ни в кислой, ни в щелочной 
среде (pH 6.4 и 8.4). Кислые и щелочные фос<ратазы имеют различную 
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локализацию в клетке. Между тем, при инкубации с АТР реакция обна
руживалась в одних и тех же структурах, независимо от pH. Эти дан- 
иь:е указывали на то. что реакция обусловлена ферментом, проявляющим 
активность в довольно широком спектре величии pH. свойственном АЦ.

Инкубация срезов с ингибиторами щелочной фосфатазы—цистеином, 
фенилаланином, ЭДТА (1 мМ)—не подавляла реакцию. В качестве ин
гибиторов фосфатаз использовали также тартраты. На реакцию, предло
женную для выявления АЦ, они не оказывают ингибирующего действия. 
Приведенные результаты позволяют исключить возможность выявления 
кислых и щелочных фосфатаз методами, предложенными для обнаруже
ния АЦ.

Контроль на нуклеотилпирофосфатазу. Этот фермент действует толь
ко при высоких значениях pH—9.5—10 ,а магний оказывает на него 
ингибирующий эффект. Условия проведения цитохимической реакции на 
АЦ. то есть в присутствии магния и при pH 7,4—8,9, исключают воз
можность проявления активности нуклеотидпирофосфатазы.

Контроль на АТ Разы. Известно, что АТР гидролизуется АТРаза.ми, 
зависящими от К՜, Са +, Мдг+. Эти ферменты представлены в ор
ганизме в большей концентрации, чем АЦ. В связи с этим использование 
АТР при цитохимической, реакции на АЦ не исключает возможности не
специфического окрашивания, обусловленного активностью АТРаз.

а) Контроль на У«+, /(^-активируемую АТ Разу. Удаление ионов 
натрия и калия из инкубационной среды не влияло на инте.чсивость реак
ции. Опыты с добавлением в среду различных концентрации этих ионов 
не выявили существенного влияния на реакцию.

Инкубация с ингибитором Уа*՝, К՜1-активируемой АТРазы уабаином 
нс только не ослабляла реакцию, но даже усиливала ее, что согласуется 
с данными литературы об активирующем влиянии уабаина на АЦ [25]. 
Эти результаты показывают, что развивающаяся цитохимическая реакция 
нс связана с №а+, К+-активируемой АТРазой, а обнаруженное стимули
рующее действие уабаина свидетельствует в пользу специфичности выяв
ления АЦ.

б) Контроль на Са*-активируемую АТ Разу. Удаление Са2+ из сре
зов ткани хелаторами ЭДТА и ЭГ'ТА в концентрации 1 мМ не снимало 
реакцию. Это позволяет исключить действие Са2+-гктивируемои АТРазы 
на проявление реакции для выявления АЦ.

в) Контроль на М81+-активируемую АТ Разу. Этот фермент трудно 
исключить при цитохимическом выявлении АЦ. Для работы обоих 
ферментов в качестве субстрата необходим М§2+-АТР. Оба фермента 
содержат сульфгидрильные группы, поэтому их невозможно вычленить 
и ядами тиоловых ферментов. Для проявления М£*+-зависимой АТРазы. 
как и для АЦ. подходит широкий • спектр pH. Но активность 
Мд;2-։-АТРазы на несколько порядков выше, чем АЦ, что затрудняет 
идентификацию указанных ферментов. Отличительные особенности этих 
ферментов проявляются в локализации и в отношении к гормональной 
регуляции. Для Мй2,-АТРазы- характерна связь со структурами, кото-
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рым присуща двигательная активность, тогда как АЦ—мембранный 
фермент плазмалеммы и ее производных.

Влияние гормонов и медиаторов. Как было показано ранее [1], 
после фиксации сохраняется чувствительность АЦ к действию биологи
ческих активных веществ. Так, адреналин активирует АЦ капилляров 
мозга и других органов; активирующее действие медиаторов проявляется 
преимущественно в нервных элементах мозга. Выявление активирующего 
эффекта указанных веществ является убедительным доказательством об
наружения фермента, регулируемого первыми посредниками, то есть ак
тивности АЦ.

Контроль специфичности аденилилимидодифосфатом. Применение 
АТР имеет недостатки, связанные с атакуемостыо этого субстрата фос- 
фатвысвобождающими ферментами (АТРазы и др.), потенциально спо
собными искажать картину выявления АЦ. При использовании АИДФ 
снимается вопрос о возможном проявлении неспецифической реакции, 
обусловленной АТРазами. Применение АИДФ показало, что в боль
шинстве случаев локализация реакции совпадает с получаемой при ис
пользовании АТР. Однако с синтетическим субстратом необходима мно
гочасовая инкубация.

Локализация АЦ в нервной ткани при использовании различных 
осаждающих агентов—кобальта [9]. свинца [10—12] и стронция [24], 
а также различных субстратов—АТР [9—12] и АИДФ [24] почти 
одинакова, что свидетельствует о достоверности полученных результатов.

Анализ вышеприведенных результатов и данных литературы свиде
тельствует о специфичности предложенных методов выявления АЦ на 
световом и элсктронномикроскопичсском уровнях с применением свинца 
и АТР. Несмотря на многочисленность контрольных экспериментов, эти 
методы имеют очевидное преимущество, выражающееся в способности 
визуализовать продукт ферментативной реакции, что невозможно при 
использовании кобальта, бария [14] и стронция в качестве осадителей 
пирофосфата. На целесообразность применения предложенных методов 
выявления АЦ указывает четкая реактивность к специфическим био
активным веществам в соответствующих органах-мишенях и возмож
ность изучения локализации и свойств фермента при различных функ
циональных состояниях клеток.

PECULIARITIES OF CYTOCHEMICAL DETECTION OF 
ADENYLATE CYCLASE IN BRAIN

ROSTOMIAN M. A.. ABRAMIAN K.S.

ki’.t’tuto of Biochemistry, Armenian SSR Academy of Sciences. Yerevan

The influence of different steps of cytochemical procedure for 
adenylate cyclase (AC) identification in rat brain has been examined 
to work out optimal conditions for enzyme vizualization in the brain 
AC is very sensitive to lead ions and to fixation conditions. Ils high, 
reactivity and unstability is another reason of inability to detect enzy- 
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me activity in brain. Minimization of the influence of the factors 
mentioned makes it possible to detect AC activity in brain at light 
and electron microscopic level.

Control experiments were performed to check the specificity of 
he method. A possible role of other enzymes utilizing ATP has been 

*evaluated.
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