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ЭЛЕКТРОННО-
МИКРОСКОПИЧЕСКАЯ 
ЛОКАЛИЗАЦИЯ 
АДЕНИЛАТЦИКЛАЗЫ В СЛИЗИСТОЙ 
ОБОЛОЧКЕ ТРАХЕИ КРЫС ПРИ 
ХОЛОДОВОМ ВОЗДЕЙСТВИИ

С.С. Целуйко, Н.П. Красавина

ФГБОУ ВО Амурская ГМА 
Минздрава России
г. Благовещенск

Изучение регуляторных механизмов клетки 
и путей управления ими – задача чрезвычай-
ной важности. Изменения внутриклеточных 
процессов при участии аденилатциклазного 
механизма реагирования тканей легкого про-
исходит при воздействии различных физиче-
ских, химических и биологических факторов 
[4, 5]. 

В процессе передачи сигнала аденилат-
циклаза (АЦ) может быть активирована свя-
занными с плазматической мембраной ре-
цепторами, влияющими на G-белки, которые 
передают гормональные и иные стимулы в 
клетку [1–3, 7]. Активация аденилатциклазы 
приводит к образованию циклического аде-
нозин-3'-5'-монофосфата (цАМФ), действую-
щего как вторичный посредник, который уже 
давно известен как биологически активный 
мессенджер. Он обладает способностью ак-
тивировать особые ферменты – протеинки-
назы, катализирующие реакции фосфорили-
рования различных белков с участием АТФ 
[8, 10]. Главным результатом этого процесса 
является изменение активности фосфорили-
рованного белка, что приводит к повышению 
либо к снижению скорости биохимических 
реакций в клетке-мишени. Установлено, что 
цАМФ действует как внутриклеточный регу-
лятор многих физиологических процессов 
[8, 15]. Аденилатциклаза играет важную роль 
в регуляции концентрации циклических нук-
леотидов, обеспечивающих функционирова-
ние мукоцилиарного конвейера слизистой 
оболочки воздухоносного отдела легких [4– 
6]. Существует 10 разнообразно регулируе-
мых изоформ аденилатциклазы, активация 
некоторых из них важна для регулирования 
функции мукоцилиарного конвейера возду-
хоносных путей. Иммуногистохимия адени-
латциклазы в легких крыс показала, что AЦ-2, 
AЦ-3, AЦ-5, АЦ-6 преобладают в гладких мыш-
цах сосудов и бронхов, а изоформы АЦ-1, 
AЦ-4, AЦ-7 и AЦ- 8 – в бронхиальном эпителии 
[9].
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РЕЗЮМЕ
В данном исследовании была изучена 

реакция, указывающая на локализацию и 
активность аденилатциклазы в слизистой 
оболочке трахеи в норме и при длительном 
холодовом воздействии на организм. Полу-
ченные данные позволяют прийти к заклю-
чению, что у интактных крыс в слизистой 
оболочке наибольшая активность аденилат-
циклазы выявляется на поверхности ресни-
чек однослойного многорядного реснитча-
того эпителия и на поверхности эндотелия 
кровеносных капилляров слизистой оболоч-
ки трахеи. Анализ активности аденилатци-
клазы при длительном холодовом воздей-
ствии указывает, что наибольшее снижение 
интенсивности фермента происходит в эпи-
телиальной выстилке. 

Ключевые слова: аденилатциклаза, мно-
горядный реснитчатый эпителий трахеи, эн-
дотелий капилляров, холодовое воздейст-
вие. DOI 10.22448/AMJ.2017.2.49-54

ELECTRONIC AND MICROSCOPIC LOCALIZATION 
OF ADENYLATE CYCLASE IN THE MUCOUS MEMBRANE 
OF THE TRACHEA OF RATS AT COLD EXPOSURE

S.S. Tseluyko, N.P. Krasavina
Amur State Medical Academy, Blagoveshchensk
Abstract
In this study, a reaction was studied that indicates 

the localization and activity of adenylate cyclase in 
the mucosa of the trachea in normal and with pro-
longed cold exposure to the body was studied. The 
obtained data allow to conclude that in intact rats in 
the mucosa the greatest activity of adenylate cyclase 
is detected on the surface of the cilia of the simple 
ciliated epithelium and on the surface of the endo-
thelium of the blood capillaries of the tracheal muco-
sa. Analysis of the activity of adenylate cyclase during 
prolonged cold exposure indicates that the greatest 
decrease in enzyme intensity occurs in the epithelial 
lining.

Key words: Adenylate cyclase, ciliated epithelium 
of the trachea, endothelium of capillaries, cold expo-
sure. 

С другой стороны, известно, что уровень 
внутриклеточного цАМФ может варьировать в 
зависимости от различных физиологических 
условий [10, 13]. Температурные изменения 
могут приводить к нарушению образования 
цАМФ стимулирующих кинетику ресничек 
эпителия трахеи у млекопитающих путем фос-
форилирования легкой цепи внешних динеи-
новых ручек, обеспечивая скользящее движе-
ние периферических дублетов аксонемы друг 
относительно друга [15]. Фосфорилирование 
легкой цепи динеина достаточно для ускоре-
ния микротубулярного скольжения. Роль АЦ в 
этом процессе остается не полностью изуче-
на, так как ранее были показаны нарушения 
мукоцилиарного клиренса при холодовом 
воздействии [5, 13]. Клетка имеет множество 
возможностей для увеличения цАМФ через 
рецепторы, связанные с G-белком, такие, 
как β2-адренергические и аденозиновые ре-
цепторы [10–17], но неясно, может ли цАМФ, 
производимый в цитозоле, диффундировать 
в реснички в соответствующих концентраци-
ях или этот механизм связан с АЦ, локализо-
ванной в мембранах ресничек? Точная лока-
лизация аденилатциклазы в эпителиальных 
клетках слизистой трахеи и механизмы того, 
как рецепторы, связанные с G-белком, влия-
ют на частоту биения ресничек, остаются неи-
зученными. Мы предполагаем, что АЦ должна 
играть важную роль, поскольку она является 
единственным известным внутриклеточным 
мессенджером цАМФ. 

 Целью нашего исследования было выявле-
ние локализации аденилатциклазы на свето-
оптическом и электронно-микроскопическом 
уровнях в слизистой оболочке трахеи крыс в 
норме и при холодовом воздействии.

Материал и методы
Исследование проведено на 20 белых 

беспородных половозрелых крысах-самцах 
с массой тела 150–200 г. При исследовании 
животные были разбиты на 2 группы: первая 
– контрольная – состояла из 10 животных, ко-
торые содержались в условиях вивария в те-
чение всего эксперимента при Т-220С. Вторая
группа, состоящая из 10 животных, подверга-
лась ежедневному 3-х часовому общему хо-
лодовому воздействию в течение 28 дней при
Т-минус 150С.

Объектом нашего исследования был ка-
удальный отдел слизистой оболочки трахеи 
крыс. Взятые образцы тканей использовали 
для изготовления срезов: на заморажива-
ющем микротоме, толщиной 25–30 мкм, а 
также полутонких и ультратонких срезов. Для 
этого из каудального отдела трахеи выреза-
ли кусочки ткани размером 1х1 мм. С целью 
изучения локализации и активности адени-
латциклазы применяли метод электронной 
гистохимии по Райку и соавт. (Гайер Г., 1974). 
Исследование ультратонких срезов проводи-
ли на электронном микроскопе просвечиваю-
щего типа Technai G2 Spirit Twin (Голландия).

 Для изучения на светооптическом уровне 
реакции на АЦ применяли модифицирован-
ный метод по Райку и соавт., где образующий-
ся нерегистрируемый пирофосфат свинца пе-
реводили в сульфид свинца, помещая срезы в 
1% раствор сульфида свинца. Время инкуба-
ции – 30 минут при температуре 370С. 

Результаты и обсуждение
Поверхность слизистой оболочки трахеи 

выстлана многорядным мерцательным эпи-
телием, состоящим из базальных, промежу-
точных, бокаловидных и реснитчатых клеток. 
При световой микроскопии в трахее интакт-
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ных крыс аденилатциклаза выявляется в виде 
гранул сульфида свинца в апикальной зоне 
эпителиальных клеток слизистой оболочки в 
виде сплошной чёрной полосы (рис.1).

Рисунок 1. Слизистая оболочка трахеи интактной 
крысы. Высокая активность аденилатциклазы выяв-
ляется на апикальном полюсе эпителиальных кле-
ток слизистой оболочки трахеи (стрелки). Реакция 
на аденилатциклазу по Райку и соавт. в модифика-
ции. Увеличение: 600.

При этом необходимо отметить, что уро-
вень реакции на аденилатциклазу наряду с 
высокой активностью в апикальном полю-
се показывает почти полное отсутствие ее в 
зоне, прилегающей к базальной мембране. 
При электронной микроскопии гранулы пиро-
фосфата свинца хорошо выявляются в зоне 
ресничек (рис. 2, 3). 

Рисунок 2. Электронограмма кадуального отдела 
эпителия слизистой оболочки трахеи у интактных 
крыс. Гранулы пирофосфата свинца локализуются в 
апикальной зоне (стрелки). Заливка – аралдит, эпон. 
Окраска: уранил ацетат, цитрат свинца. Реакция 
на аденилатциклазу по Райку и соавт. Увеличение: 
13500.

 Гистохимическая реакция на АЦ выявляет-
ся в виде хлопьевидных скоплений на наруж-
ной поверхности ресничек. Одновременно 
гранулы пирофосфата свинца неоднородно 
маркируют поверхность микровосинок (рис. 
3). На поперечном срезе ресничек выявля-
ются до 10–15 раздельных, либо связанных 
хлопьевидных гранул. На микровосинках ло-

кализуется от 3 до 6 раздельных, либо свя-
занных гранул пирофосфата свинца – про-
дукта гистохимической реакции. Внутренние 
структуры ресничек и микровосинок, а также 
цитоплазма эпителиальных клеток слизистой 
оболочки, не проявляют активности к АЦ.

Рисунок 3. Электронограмма поперечных срезов 
ресничек и микроворсинок мерцательного эпите-
лия слизистой оболочки трахеи интактных крыс. 
На поперечном срезе ресничек и микроворсинок вы-
являются хлопьевидные гранулы (стрелки). Заливка 
– аралдит, эпон. Окраска – уранил ацетат, цитрат
свинца. Реакция на аденилатциклазу по Райку и
соавт. Увеличение: 135000.

 На апикальной поверхности бокаловидных 
(рис. 4А) и безреснитчатых (рис. 4Б) эпители-
альных клеток продукты гистохимической ре-
акции выявляются в виде гранул. Небольшое 
количество гранул пирофосфата свинца ло-
кализуется между боковыми поверхностями 
реснитчатых клеток. 

А

Б
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Рисунок 4. Электронограммы бокаловидных и 
безреснитчатых клеток эпителия слизистой обо-
лочки трахеи интактных крыс. А – бокаловидная 
эпителиальная клетка (стрелка). Б – безреснитчатая 
эпителиальная клетка (стрелка – АЦ между боковы-
ми поверхностями клеток). Заливка – аралдит, эпон. 
Окраска – уранил ацетат, цитрат свинца. Реакция 
на аденилатциклазу по Райку и соавт. Увеличение: 
23000.

Рисунок 5. Электронограмма базального полюса 
эпителия слизистой оболочки трахеи интактных 
крыс. Единичные гранулы (стрелки) пирофосфата 
свинца выявляются в собственной пластинке слизи-
стой оболочки (Б – базальная мембрана). Заливка 
– аралдит, эпон. Окраска – уранил ацетат, цитрат
свинца. Реакция на аденилатциклазу по Райку и
соавт. Увеличение: 23000.

 Наибольшая активность продуктов гисто-
химической реакции выявляется в кровенос-
ных капиллярах, прилегающих к базальной 
мембране (рис. 5). При этом гранулы пиро-
фосфата свинца локализуются на поверхно-
сти эндотелиальных клеток (рис. 6). 

Рисунок 6. Электронограмма кровеносного капил-
ляра эпителия слизистой оболочки трахеи интакт-
ных крыс. Многочисленные гранулы локализуют-
ся на поверхности эндотелия (стрелки). Заливка 
– аралдит, эпон. Окраска – уранил ацетат, цитрат
свинца. Реакция на аденилатциклазу по Райку и
соавт. Увеличение: 23000.

 Действие низкой температуры в течение 
28 дней несколько уменьшает степень выра-

женности гистохимической активности адени-
латциклазы на апикальном полюсе эпители-
альных клеток в слизистой оболочке трахеи. 

 При световой микроскопии уровень гисто-
химической реакции неоднороден. Наблюда-
ется снижение АЦ на апикальном полюсе рес-
нитчатого эпителия на ресничках. В других 
участках эпителия выявляется очень высокая 
активность аденилатциклазы, в ряде зон ре-
гистрируется полное отсутствие продуктов ре-
акции на фермент (рис. 7).

Рисунок 7. Слизистая оболочка трахеи крысы. 
Охлаждение организма в течение 28 дней по 3 часа 
ежедневно. Активность аденилатциклазы снижа-
ется на апикальном полюсе эпителиальных кле-
ток слизистой оболочки трахеи вплоть до полного 
отсутствия продуктов реакции (стрелка). Реакция на 
аденилатциклазу по Райку и соавт. в модификации. 
Увеличение: 600.

При электронно-микроскопическом иссле-
довании отмечается уменьшение реакции на 
АЦ в апикальном полюсе эпителия в реснич-
ках. Количество гранул пирофосфата свинца 
на поперечном срезе ресничек уменьшается 
до 5–8 штук. Гранулы сульфида свинца рас-
полагались диффузно, нередко между ними 
выявлялись значительные участки, лишен-
ные ферментативной активности. Отмечается 
также низкая активность реакции на АЦ в ми-
кроворсинках реснитчатых клеток. При дли-
тельном холодовом воздействии значительно 
возрастает активность аденилатциклазы на 
поверхности микроорганизмов, внедривших-
ся между ресничками (рис. 8).

При длительном общем охлаждении орга-
низма отмечается высокая активность АЦ на 
поверхности эндотелия и эритроцитов в ка-
пиллярах слизистой оболочки (рис. 9).
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Рисунок 8. Электронограмма кадуального отдела 
эпителия слизистой оболочки трахеи у крыс. Ох-
лаждение организма в течение 28 дней по 3 часа 
ежедневно. Высокая активность АЦ на поверхности 
микроорганизмов, внедрившихся между реснич-
ками (стрелки). Заливка – аралдит, эпон. Окраска – 
уранил ацетат, цитрат свинца. Реакция на аденилат-
циклазу по Райку и соавт. Увеличение: 23000

Рисунок 9. Электронограмма кровеносного капил-
ляра слизистой оболочки трахеи крыс. Охлаждение 
организма в течение 28 дней по 3 часа ежедневно. 
Отмечается усиление активности АЦ на поверхности 
эндотелия (Э) и эритроцитов (стрелки) в капилля-
рах слизистой оболочки. Заливка – аралдит, эпон. 
Окраска – уранил ацетат, цитрат свинца. Реакция 
на аденилатциклазу по Райку и соавт. Увеличение: 
59000.

Выводы
В данном исследовании была проведена 

гистохимическая реакция на аденилатцикла-
зу на световом и электронно-микроскопиче-
ском уровнях, что позволило выявить ее ло-
кализацию и оценить активность фермента 
в слизистой оболочке трахеи в норме и при 
длительном холодом воздействии на орга-
низм. Аденилатциклаза является трансмем-
бранным белком часть полипептидной цепи 
которого находится на внешней поверхности 
мембраны и влияет на функцию ресничек 
цилиарных клеток эпителия [15]. Полученные 
данные о локализации и активности АЦ по-

зволяют прийти к заключению, что у интакт-
ных крыс в слизистой оболочке наибольшая 
активность аденилатциклазы выявляется на 
поверхности ресничек и эндотелия кровенос-
ных капилляров слизистой оболочки трахеи. 

 Что касается активности аденилатциклазы 
в эксперименте, то при длительном холодо-
вом воздействии происходит снижение ин-
тенсивности гистохимического проявления 
ферментативной реакции на АЦ в реснитча-
том эпителии. Это приводит к понижению со-
держания цАМФ, что отражается на состоянии 
мукоцилиарного транспорта при холодовом 
воздействии. И, напротив, отмечается усиле-
ние активности аденилатциклазы на поверх-
ности эндотелия и эритроцитов в капиллярах 
слизистой оболочки, что, возможно, связано 
с активацией симпатоадреналовой системы 
при действии холода, выбросом адренали-
на, который фиксируется на специальных ре-
цепторах, активизирующих аденилатциклазу. 
Это, в свою очередь, изменяет синтез цАМФ, 
влияющих на протеикиназу, катализирующих 
белок динеин. Оценивая функцию реснитча-
того эпителия, особенно в ситуации с холо-
довым воздействием, необходимо уделять 
внимание концентрации циклических нукле-
отидов, которые определяют компенсаторно-
приспособительные изменения в мукоцилли-
арном конвейере.
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Адаптация – базовый процесс жизнеде-
ятельности биосистем, который касается 
биологии живого и клиники заболеваний 
человека. Большой актуальностью для сов-
ременной медицины обладает направление, 
которое изучает адаптацию человеческого 
организма к воздействию невесомости. Оно 
привлекает внимание исследователей к роли 
силы гравитации в формировании организма 
в ходе онтогенеза и филогенеза. Адаптация 
морфобиохимических процессов к воздей-
ствию окружающей среды формируется при 
участии десенситизации адренорецепторов 
клеточных мембран [9]. Ввиду этого повы-
шается ценность классического способа А.И. 
Мардарь и Д.П. Кладенко [1, 7] с помощью ко-
торого выявляется хромаффинная реакция 
эритроцитов периферической крови. Этот 
унифицированный метод осуществляется с 
помощью окрашивания мазков крови бихро-
матом калия, а потом – нитратом серебра. В 
свою очередь, по другим данным, при окра-
ске нитратом серебра в эритроцитах выявля-
ются катионы кальция [5]. Во время комбини-
рованной окраски ализарином и бихроматом 
калия эритроцитов крыс нами, с 1988 г., дока-
зана специфичность выявления катехолами-
нов в эритроцитах [2, 3]. 

Катионы кальция, участвующие в регуля-
ции функции адренорецепторов, недоста-
точно изучены в условиях воздействия гипог-
равитации на организм. Актуальность этого 
исследования обусловлена тем, что в услови-
ях гипогравитации в организме существенно 
изменяется метаболизм кальция [11].

Цель исследования заключается в оценке 
участия катехоламинов и катионов кальция 
в окислительно-восстановительных реакциях 
в эритроцитах крыс, подвергнутых воздейст-
вию гипогравитации.

МаǅƸǃиаƾы и ƿƸǅǁƷы иǄǄƾƸƷǁваǀия 

Объектом исследования являлись аутбред-
ные крысы самцы весом 240 грамм в возрасте 
3 месяцев. Исследование проведено на двух 
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