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Â. À. Êîçëîâ è äð.
Òðåõöâåòíàÿ îêðàñêà íà àìèëîèä

Ïðåäëîæåí òðåõöâåòíûé ñïîñîá îêðàøèâàíèÿ ãèñòîëîãè÷åñêèõ ñðåçîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ ñîåäèíèòåëü-
íîòêàííûõ âîëîêîí, ìåñò ëîêàëèçàöèè àìèëîèäà è óâåëè÷åíèÿ öâåòîâîãî êîíòðàñòà. Ïîñëå èíêóáàöèè â
ðàñòâîðå àöèäèí-ïåïñèíà ñðåçû äåïàðàôèíèðóþò è îêðàøèâàþò ïîñëåäîâàòåëüíî ïèêðîôóêñèíîì ïî
Âàí Ãèçîíó ñ äîêðàøèâàíèåì ÿäåð ãåìàòîêñèëèíîì, Êîíãî êðàñíûì è ïèêðî-èíäèãî-êàðìèíîì. Â ðå-
çóëüòàòå àìèëîèä, ñâÿçàííûé ñ êîëëàãåíîâûìè âîëîêíàìè, îêðàøèâàåòñÿ â êèðïè÷íî-êðàñíûé öâåò,
êîëëàãåíîâûå è ðåòèêóëèíîâûå âîëîêíà, íå ñâÿçàííûå ñ àìèëîèäîì, — â ñèíå-çåëåíûé, öèòîïëàçìà êëå-
òîê, íå ñîäåðæàùèõ àìèëîèäà, — â æåëòûé. Òðåõöâåòíûé ñïîñîá îêðàñêè îðãàíîâ, ïîðàæåííûõ àìèëîè-
äîçîì, áîëåå èíôîðìàòèâåí äëÿ àíàëèçà îðãàíîâ, ïîðàæåííûõ àìèëîèäîçîì, ÷åì îêðàñêà òîëüêî Êîíãî
êðàñíûì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àìèëîèä, ïèêðî-èíäèãî-êàðìèí, Êîíãî êðàñíûé, ïèêðîôóêñèí ïî Âàí Ãèçîíó,
ãåìàòîêñèëèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÊÊ — Êîíãî êðàñíûé.

Âûÿâëåíèå àìèëîèäà â òêàíÿõ ñ ïîìîùüþ îêðàøèâà-
íèÿ Êîíãî êðàñíûì (ÊÊ) îñòàåòñÿ çîëîòûì ñòàíäàðòîì
äèàãíîñòèêè àìèëîèäíîãî ïîðàæåíèÿ òêàíåé (Sipe et al.,
2016). Òåì íå ìåíåå ýòîò ìåòîä íå ëèøåí ðÿäà íåäîñòàò-
êîâ, îãðàíè÷èâàþùèõ åãî ïðèìåíåíèå â ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ èññëåäîâàíèÿõ àìèëîèäîçîâ. Òàê, ñî÷åòàíèå îêðàñêè
íåèçìåíåííîãî êîëëàãåíà ïèêðîôóêñèíîì ïî Âàí Ãèçîíó
íå ïîçâîëÿåò ñî÷åòàòü ýòîò ìåòîä ñ îêðàñêîé ÊÊ â ñèëó
îäèíàêîâîãî öâåòà êðàñèòåëåé. Êðîìå òîãî, îêðàøèâàíèå
ÊÊ íå ïîçâîëÿåò âûÿâèòü äîëþ êîëëàãåíîâûõ âîëîêîí â
ñòðîìå îðãàíà, àññîöèèðîâàííûõ ñ àìèëîèäîì. Ñóùåñò-
âóåò íåñêîëüêî ñïîñîáîâ îêðàñêè ñðåçîâ ÊÊ, êàæäûé èç
êîòîðûõ èìååò íåêîòîðûå ïðåèìóùåñòâà, íî íå ðåøàåò
ãëàâíûõ ïðîòèâîðå÷èé ýòîãî ìåòîäà èññëåäîâàíèÿ. Ïî-
ýòîìó ïðåäïðèíèìàþòñÿ âñå íîâûå ïîïûòêè óëó÷øèòü
ýòîò ìåòîä îêðàøèâàíèÿ àìèëîèäà. Â ÷àñòíîñòè, ýòè ïî-
ïûòêè îáóñëîâëåíû íåîáõîäèìîñòüþ óñòðàíåíèÿ ìåøàþ-
ùåãî âëèÿíèÿ êîëëàãåíà, êîòîðûé, êàê è àìèëîèä, ÿâëÿåò-
ñÿ äâóëó÷åïðåëîìëÿþùèì îáúåêòîì (Bély, Makovitzky,
2006). Êðîìå òîãî, óñòàíîâëåíî, ÷òî àìèëîèä â ðàñòâîðå
ïðè íåéòðàëüíûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ â ðåçóëüòàòå âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ ãåïàðèíîì îáðàçóåòñÿ áûñòðåå, åñëè â ñðåäå
ïðèñóòñòâóþò êîëëàãåíîâûå âîëîêíà (Relini et al., 2008).
Ñâÿçûâàíèå áåëêà-ïðåäøåñòâåííèêà àìèëîèäà ñ êîëëàãå-
íîì I è â ìåíüøåé ñòåïåíè IV òèïà ïî ãåïàðèí- èëè
Zn-ñâÿçûâàþùèì ñàéòàì in vitro ïîêàçàíî, íàïðèìåð, â
ðàáîòå Áåõåðà ñ ñîàâòîðàìè (Beher et al., 1996), ÷òî îáúÿñ-
íÿåò òðîïíîñòü àìèëîèäà ê êîëëàãåíàì â îðãàíèçìå. Âîç-
ìîæíî, êîëëàãåí ÿâëÿåòñÿ ìàòðèöåé äëÿ îñàæäåíèÿ àìè-
ëîèäíûõ îäíîîñåâûõ íàíîêðèñòàëëîâ.

Ìåæäó òåì êëàññè÷åñêèå ïîäõîäû ê îêðàøèâàíèþ
àìèëîèäà íå ïîçâîëÿþò îöåíèòü íà ãèñòîëîãè÷åñêîì ïðå-
ïàðàòå, ñâÿçàí ëè àìèëîèä ñ êîëëàãåíîì è âñå ëè êîëëàãå-

íîâûå âîëîêíà àññîöèèðîâàíû ñ àìèëîèäîì, õîòÿ äàííàÿ
èíôîðìàöèÿ î÷åíü âàæíà äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè òÿ-
æåñòè àìèëîèäíîãî ïîðàæåíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ñòàëà ðàçðà-
áîòêà ñïîñîáà îêðàñêè ãèñòîëîãè÷åñêèõ ñðåçîâ, ïîçâîëÿ-
þùàÿ âûÿâèòü òî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ îñàæäåíèÿ àìèëîèäà
íà ñîåäèíèòåëüíîòêàííûå âîëîêíà è óâåëè÷èòü öâåòîâîé
êîíòðàñò ïðåïàðàòîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï ð å ï à ð à ò û ñ å ë å ç å í ê è ÷ å ë î â å ê à ñ ïîñìåðòíî
äîêàçàííûì àìèëîèäîçîì ïðåäîñòàâëåíû áþðî ñóäåáíî-
ìåäèöèíñêîé ýêñïåðòèçû ïî ×óâàøñêîé Ðåñïóáëèêå. Ñâî-
áîäíîïëàâàþùèå 5-ìèêðîííûå ïàðàôèíîâûå ñðåçû äå-
ïðîòåèíèçèðîâàëè ïóòåì èíêóáàöèè â òå÷åíèå 2 ÷ â ðàñ-
òâîðå ïðåïàðàòà àöèäèí-ïåïñèíà ïðè ðÍ 4 (400 ìã áåòàè-
íà è 10 ìã ïåïñèíà ñâèíîãî íà 100 ìë âîäû) è 25 °Ñ, çàòåì
ìîíòèðîâàëè èõ íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà è äåïàðàôèíèçè-
ðîâàëè.

Ñ ð å ç û î ê ð à ø è â à ë è ïîñëåäîâàòåëüíî ïèêðîôóê-
ñèíîì ïî Âàí Ãèçîíó, ãåìàòîêñèëèíîì, ÊÊ (DIAPATH,
Èòàëèÿ) ïî Õ. Õ. Áåíõîëüäó (Ñàðêèñîâ, Ïåðîâ, 1996)
è ïèêðî-èíäèãî-êàðìèíîì (Ñàðêèñîâ, Ïåðîâ, 1996), ïîñ-
ëå ÷åãî çàäåëûâàëè â ïðîçðà÷íóþ ñðåäó. Äëÿ ñðàâíåíèÿ
÷àñòü ñðåçîâ îêðàñèëè áåç ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè
â àöèäèí-ïåïñèíå. Ìèêðîôîòîãðàôèè ïîëó÷åíû ñ ïî-
ìîùüþ öèôðîâîé êàìåðû Levenhuk C800 NG 8M,
USB 2.0. Ïëîùàäè çàêðàøèâàíèÿ âûäåëåííûì öâåòîì èç-
ìåðÿëè â Photoshop CS6 Extended.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: àöèäèí-ïåïñèí
(ÐÓÏ Áåëìåäïðåïàðàòû, Áåëîðóññèÿ); èíäèãî-êàðìèí âû-
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ñîêî÷èñòûé (AC15744-0250, Þãðåàêòèâ, Ðîññèÿ); Êîíãî
êðàñíûé (DIAPATH, Èòàëèÿ); ïèêðèíîâàÿ êèñëîòà (Òàóðóñ
ïëþñ, Ðîññèÿ); ôóêñèí (Ïðèîêñêàÿ Êîìïàíèÿ, Ðîññèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Àìèëîèä ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íàäìîëåêóëÿðíóþ ñòðóê-
òóðó — îäíîîñåâîé êðèñòàëë, îáðàçóåìûé 6-îëèãîïåïòè-
äàìè, ñîåäèíÿþùèìèñÿ ïóòåì ñàìîñáîðêè â íàíîòðóáêó
(Serio et al., 2000). Ãåêñàïåïòèäû àìèëîèäà ñîáèðàþòñÿ â
êîëüöà, êîòîðûå çàòåì îðãàíèçóþòñÿ â ôèáðèëëû. Ïðè
ýòîì àòîìû îäèíàêîâûõ ïî õèìè÷åñêîìó ñòðîåíèþ è ïî-
ðÿäêîâîìó íîìåðó â öåïè àìèíîêèñëîò âûñòðàèâàþòñÿ â
òî÷íîñòè äðóã ïðîòèâ äðóãà, ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ êðèñòàë-
ëîâ. Ïî ýòîé ïðè÷èíå ñáîðêà àìèëîèäíîé ôèáðèëëû ìî-
æåò îñóùåñòâëÿòüñÿ íåñêîëüêèìè ñïîñîáàìè. Ôðàãìåíòû
äëèíîé 38—42 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêà âû÷ëåíÿþòñÿ èç
áåëêà ïðåäøåñòâåííèêà ïóòåì —Ñ—Ñ— ïðîòåîëèçà (ïðè
ýòîì ðàçðûâ ïåïòèäíîé öåïè ïðîèñõîäèò íå ïóòåì ãèä-
ðîëèçà ïåïòèäíîé ñâÿçè, à ìåæäó àëüôà-óãëåðîäíûì
àòîìîì è ïîñëåäóþùèì çà íèì óãëåðîäíûì àòîìîì êàð-
áîêñèëüíîé ãðóïïû) è óæå â òàêîì âèäå ñîáèðàþòñÿ â íà-
íîòðóáêó ëèáî ãåêñàìåðû áåç âû÷ëåíåíèÿ èç áåëêà-ïðåä-
øåñòâåííèêà ñîáèðàþòñÿ â íàíîòðóáêó, êîòîðàÿ îêàçû-
âàåòñÿ ñîåäèíåííîé ñ N- è C-êîíöåâûìè ôðàãìåíòàìè
áåëêà èëè áåëêîâ-ïðåäøåñòâåííèêîâ. Â ýòîì ñëó÷àå íà-
íîòðóáêà îêàçûâàåòñÿ ýêðàíèðîâàííîé áåëêàìè è òðóäíî-
äîñòóïíîé äëÿ êðàñèòåëÿ. Ýòè ôðàãìåíòû, âåðîÿòíî, â
óñëîâèÿõ in vivo ÷àñòè÷íî ïîäâåðãàþòñÿ ïðîòåîëèçó, íî
ìîãóò ïðîÿâëÿòü àíòèãåííûå ñâîéñòâà, è èìåííî ýòî îá-
ñòîÿòåëüñòâî ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü àìèëîèä èììóíîãèñòî-

õèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Åùå îäèí âîçìîæíûé ñïîñîá —
ñáîðêà 38—42 ôðàãìåíòîâ èç 6-îëèãîïåïòèäîâ, âûäåëåí-
íûõ ïóòåì ïðîòåîëèçà èç áåëêîâ-ïðåäøåñòâåííèêîâ.

Èçâåñòíî, ÷òî ïðè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèÿõ
äîñòóï àíòèòåëà ê àíòèãåíó íåðåäêî çàòðóäíåí âñëåäñò-
âèå îáðàçîâàíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ïåïòèäíûõ ñâÿçåé ìåæ-
äó àíòèãåíîì è áåëêàìè â ïðîöåññå ôèêñàöèè ïðåïàðàòîâ
ôîðìàëèíîì, ÷òî óìåíüøàåò èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè. Ýòó
ïðîáëåìó ðåøàþò ñ ïîìîùüþ ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîò-
êè (30 ìèí) ñðåçîâ òêàíåé 0.1%-íûì ðàñòâîðîì òðèï-
ñèíà è 0.1%-íûì ðàñòâîðîì õëîðèäà êàëüöèÿ â 0.05 Ì
Òðèñ-ÍÑ1-áóôåðå â èçîòîíè÷åñêîì ðàñòâîðå õëîðèäà íàò-
ðèÿ, ðÍ 7.6 (Ñàðêèñîâ, Ïåðîâ, 1996). Òàêæå âîçìîæíà îá-
ðàáîòêà ñðåçîâ 0.05%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà (ðÍ 7.4) â
òå÷åíèå 30—60 ìèí ïðè 37 °Ñ (Ñàðêèñîâ, Ïåðîâ, 1996).
Òàêàÿ îáðàáîòêà óäàëÿåò ëèøíèå ïåïòèäíûå ñâÿçè è óâå-
ëè÷èâàåò ñâÿçûâàíèå àíòèãåíà ñ àíòèòåëàìè. Ïî àíàëîãèè
ñ îïèñàííîé òåõíîëîãèåé íàìè ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà
ïðåäâàðèòåëüíîé äåïðîòåèíèçàöèè ïàðàôèíîâûõ ñðåçîâ
ïåðåä èõ îêðàøèâàíèåì.

Ðåçóëüòàòû îêðàøèâàíèÿ ïàðàëëåëüíûõ ñðåçîâ îðãà-
íîâ, ïîðàæåííûõ àìèëîèäîçîì, ïîêàçàíû íà ðèñ. 1. Íà
äåïðîòåèíèçèðîâàííûõ ñðåçàõ îòìå÷àåòñÿ óâåëè÷åíèå ÿð-
êîñòè îêðàøèâàíèÿ ÊÊ â ñîåäèíèòåëüíîòêàííûõ ñåïòàõ
ñåëåçåíêè (ðèñ. 1, á) è ñòåíêàõ àðòåðèé (ðèñ. 1, ã) è îäíî-
âðåìåííî óìåíüøåíèå íåñïåöèôè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ
òêàíè. Ïî ýòîé ïðè÷èíå êëåòî÷íûå ÿäðà, îêðàøåííûå ãå-
ìàòîêñèëèíîì, âûãëÿäÿò ÿð÷å, ñîîòâåòñòâåííî ïëîùàäü
çàêðàøèâàíèÿ ÿäåð ãåìàòîêñèëèíîì áåç äåïðîòåèíèçàöèè
ñîñòàâëÿåò 2.46 %, à íà ïàðàëëåëüíîì ñðåçå ïîñëå äåïðî-
òåèíèçàöèè — 12.62 %. Ïëîùàäü ïîëîæèòåëüíîé ðåàêöèè
íà àìèëîèä ñîñòàâëÿåò 61.7 (ðèñ. 1, à) è 20 (ðèñ. 1, á) %
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Ðèñ. 1. Ãèñòîëîãè÷åñêàÿ êàðòèíà ñðåçîâ ñåëåçåíêè (à, á) è ñîñóäà ýëàñòè÷åñêîãî òèïà (â, ã) ÷åëîâåêà, îêðàøåííûõ Êîíãî êðàñíûì,
áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî äåïðîòåèíèçèðîâàíèÿ (à, â) è ïîñëå íåãî (á, ã).

Óâåë. 100�. Ñòðåëêàìè îòìå÷åíû àìèëîèäíûå îòëîæåíèÿ.



ñîîòâåòñòâåííî, ò. å. ïëîùàäü îêðàøèâàíèÿ ÊÊ ïîñëå äå-
ïðîòåèíèçàöèè óìåíüøàåòñÿ â 3 ðàçà. Äàííûé ðåçóëüòàò
ìîæíî ðàñöåíèâàòü êàê ñíèæåíèå íåñïåöèôè÷åñêîãî
îêðàøèâàíèÿ.

Òàêæå õîðîøî âèäíî ðàçëè÷èå ïëîòíîñòè îêðàñêè ÊÊ
îòëîæåíèé àìèëîèäà â ñòåíêó àðòåðèè ýëàñòè÷åñêîãî
òèïà â ñåëåçåíêå áåç äåïðîòåèíèçàöèè (ðèñ. 1, â) è ïîñëå
åå ïðîâåäåíèÿ (ðèñ. 1, ã). Îòëîæåíèÿ àìèëîèäà âèäíû
â èíòèìå, ñðåäíåé îáîëî÷êå è àäâåíòèöèè. Ïðåïàðàò ïî-
ñëå äåïðîòåèíèçàöèè îêðàøåí áîëåå ðàâíîìåðíî, ÷åò÷å
âèäíà ëîêàëèçàöèÿ àìèëîèäíûõ îòëîæåíèé (îòìå÷åíû
ñòðåëêàìè).

Èçâåñòíî, ÷òî îáðàçîâàíèå àìèëîèäíîãî âåùåñòâà
ïðè ðÿäå ïàòîëîãèé ïðîèñõîäèò âíå êëåòîê è òåñíî ñâÿçà-
íî ñ âîëîêíàìè ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè — ðåòèêóëÿðíûìè
èëè êîëëàãåíîâûìè: âûäåëÿþò ïåðèðåòèêóëÿðíûé è ïå-
ðèêîëëàãåíîâûé àìèëîèäîçû. Îäíàêî øèðîêî ïðèìåíÿå-
ìûå ãèñòîëîãè÷åñêèå ñïîñîáû îêðàñêè (ÊÊ, ãåíöèàíîâûì
ôèîëåòîâûì, òèîôëàâèíîì S èëè T) íå ïîçâîëÿþò âûÿ-
âèòü, ðÿäîì ñ êàêèìè âîëîêíàìè — ðåòèêóëÿðíûìè èëè
êîëëàãåíîâûìè — ëîêàëèçîâàí àìèëîèä, ÷òî îãðàíè÷èâà-
åò ýêñïåðèìåíòàëüíîå èçó÷åíèå è ïàòîôèçèîëîãè÷åñêîå
ïîíèìàíèå ýòèõ ïàòîëîãèé. Ïîñêîëüêó àìèëîèä ÿâëÿåòñÿ
íàäìîëåêóëÿðíîé ñòðóêòóðîé — êðèñòàëëè÷åñêîé íàíî-
òðóáêîé äèàìåòðîì 7.5 è äëèíîé äî 800 íì (Serio et al.,
2000), îí ïî ñâîèì ìåòðè÷åñêèì è ôèçè÷åñêèì ñâîéñòâàì
ïîõîæ íà êîëëàãåí. Ïî ýòîé ïðè÷èíå ïðè èçó÷åíèè ãèñòî-
ëîãè÷åñêèõ ñðåçîâ îðãàíîâ ñ àìèëîèäíûì ïîðàæåíèåì
âîçíèêàåò çàäà÷à òîíêîé äèôôåðåíöèðîâêè àìèëîèäíûõ
è êîëëàãåíîâûõ ôèáðèëë.

Òàêîå ðàçäåëåíèå ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî ïðè îêðà-
øèâàíèè ÊÊ ñ ïîñëåäóþùåé äîêðàñêîé ïèêðî-èíäèãî-

êàðìèíîì, êîòîðàÿ âûÿâëÿåò êîìïîíåíòû ñîåäèíèòåëü-
íîé òêàíè, ñîäåðæàùèå â ñâîåì ñîñòàâå áëèçêî ðàñïîëî-
æåííûå ãëèêîëåâûå èëè àìèíîãèäðîêñèëüíûå ãðóïïû,
ò. å. ðåòèêóëÿðíûå âîëîêíà (Arend, Kolts, 2002). Ðàçäåëü-
íîå îêðàøèâàíèå ðàçíûìè êðàñèòåëÿìè ñ ïîñëåäóþùèì
ñîâìåùåíèåì ìèêðîôîòîãðàôèé â ãðàôè÷åñêèõ ðåäàêòî-
ðàõ òðåáóåò ïðèìåíåíèÿ òåõíîëîãèè ïàðàëëåëüíûõ ñðåçîâ
è ïîýòîìó î÷åíü òðóäîåìêî è íå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâà-
íî â øèðîêîé êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå. Ïîýòîìó òåõíîëî-
ãè÷åñêè áîëåå ïðîñòûì ñïîñîáîì ÿâëÿåòñÿ ïîñëåäîâà-
òåëüíîå îêðàøèâàíèå îäíîãî ñðåçà äëÿ âûÿâëåíèÿ ïî-ðàç-
íîìó îêðàøåííûõ îáúåêòîâ. Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî ïðè
ýòîì óâåëè÷èâàåòñÿ öâåòîâîé êîíòðàñò ñðåçîâ, ÷òî îáëåã-
÷àåò ïðîöåññ èõ ÷òåíèÿ.

Íà ðèñ. 2, à, á ïðåäñòàâëåí ñðåç ñåëåçåíêè, îêðàøåí-
íûé ÊÊ, à íà ðèñ. 2, â, ã — ïîñëåäîâàòåëüíûé ñðåç åå ïî-
ñëå òðåõöâåòíîãî îêðàøèâàíèÿ ïî ðàçðàáîòàííîé íàìè
ìåòîäèêå. Âî âòîðîì ñëó÷àå õîðîøî âûÿâëÿåòñÿ äèôôå-
ðåíöèàöèÿ îêðàøèâàíèÿ, î÷åâèäíî âñëåäñòâèå ðàçëè÷èÿ
ñðîäñòâà êîëëàãåíîâûõ âîëîêîí ê èñïîëüçîâàííûì êðàñè-
òåëÿì. Òàê, â ñòåíêå àðòåðèè èíòèìà îêðàøèâàëàñü ÊÊ â
ñðåäèííîé îáîëî÷êå (ïëîùàäü çàêðàøèâàíèÿ 24.3 %), â
àäâåíòèöèè ÷àñòü âîëîêîí áûëà ÊÊ-ïîëîæèòåëüíîé (ïëî-
ùàäü çàêðàøèâàíèÿ 25 %), à ÷àñòü — èíäèãî-ïîëîæè-
òåëüíîé (ïëîùàäü çàêðàøèâàíèÿ 3.1 %). Òàêèì îáðàçîì,
ïîñêîëüêó ÊÊ îêðàøèâàþòñÿ êîëëàãåíîâûå âîëîêíà, ñâÿ-
çàííûå ñ àìèëîèäîì, à èíäèãî-êàðìèíîì — ñâîáîäíûå îò
àìèëîèäà, äàííûé ñïîñîá îêðàñêè ïîçâîëÿåò âûÿâèòü
êîëëàãåíîâûå âîëîêíà, íå ñâÿçàííûå ñ àìèëîèäîì.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåí êðàé ñåëåçåíêè, âêëþ÷àþùèé â
ñåáÿ êàïñóëó è îòõîäÿùóþ îò íåå ñåïòó. Ïðè òðàäèöèîí-
íîì îêðàøèâàíèè ÊÊ â íåì òàêæå âûÿâëÿþòñÿ îòëîæåíèÿ
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Ðèñ. 2. Ãèñòîëîãè÷åñêàÿ êàðòèíà ñðåçîâ àðòåðèè ÷åëîâåêà, ïîðàæåííîé àìèëîèäîçîì, îêðàøåííûõ Êîíãî êðàñíûì (à, á) è òðåõ-
öâåòíûì ñïîñîáîì (â, ã), ïðè ðàçíîì óâåëè÷åíèè: 100� (à, â) è 400� (á, ã).

Çäåñü è íà ðèñ. 3 ôèîëåòîâûì öâåòîì îêðàøåíû ÿäðà êëåòîê, ãîëóáûì — èíäèãî-ïîëîæèòåëüíûå êîëëàãåíîâûå âîëîêíà, íå ñâÿçàííûå ñ àìèëîèäîì,
êðàñíî-îðàíæåâûì — êîëëàãåíîâûå âîëîêíà, ñâÿçàííûå ñ àìèëîèäîì è Êîíãî-ïîëîæèòåëüíûå àìèëîèäíûå îòëîæåíèÿ.



àìèëîèäà (ðèñ. 3, à, á). Ïðè òðåõöâåòíîì ñïîñîáå îêðàøè-
âàíèÿ ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî ìèêðîñòðóêòóðà îòëîæåíèé
àìèëîèäà ñîîòâåòñòâóåò íàïðàâëåíèþ êîëëàãåíîâûõ âî-
ëîêîí, ïðè÷åì îòëîæåíèÿ äîñòàòî÷íî îäíîðîäíû, áåç èç-
ìåíåíèÿ ïëîòíîñòè îêðàñêè ïî ïîâåðõíîñòè ñðåçà. Â êàï-
ñóëå ñåëåçåíêè íàðóæíûå ñëîè îêðàøåíû èñêëþ÷èòåëüíî
èíäèãî-êàðìèíîì (ïëîùàäü îêðàøèâàíèÿ 43.4 %), à âíóò-
ðåííèå — ÊÊ (ïëîùàäü îêðàøèâàíèÿ 52.3 %) (ðèñ. 3, â).
Â ñåïòå ó÷àñòêè, îêðàøåííûå ÊÊ, ÷åðåäóþòñÿ ñ îêðàøåí-
íûìè èíäèãî (ðèñ. 3, ã).

Ïîëó÷åííàÿ êàðòèíà òðåõöâåòíîé ãèñòîëîãè÷åñêîé
îêðàñêè ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ÷àñòü êîëëàãåíî-
âûõ âîëîêîí íå ñâÿçûâàåòñÿ ñ àìèëîèäîì, ïî êðàéíåé
ìåðå â ñîñóäàõ ýëàñòè÷åñêîãî òèïà è ñîåäèíèòåëüíîòêàí-
íûõ ñåïòàõ ÷åðåäîâàíèå êîëëàãåíîâûõ âîëîêîí, ñâÿçàí-
íûõ ñ àìèëîèäîì è íå ñâÿçàííûõ ñ íèì, ïðîèñõîäèò ïðå-
èìóùåñòâåííî îäíîðîäíûìè ñëîÿìè. Ïîñêîëüêó ïðåäïî-
ëàãàåòñÿ, ÷òî àìèëîèä ïîñòóïàåò â òêàíè èç ïðîñâåòà
ñîñóäîâ, ïðè îäèíàêîâîé òðîïíîñòè êîëëàãåíîâûõ âîëî-
êîí ðàçíîãî òèïà ê àìèëîèäó äîëæíà áûëà áû íàáëþäàòü-
ñÿ êàðòèíà äèôôóçíîãî îêðàøèâàíèÿ ñòåíêè ñîñóäà. Íî
ïîñêîëüêó íàáëþäàåòñÿ ÷åðåäóþùååñÿ ïîñëîéíîå îêðà-
øèâàíèå, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî êîëëàãåí íå âñåõ òè-
ïîâ ÿâëÿåòñÿ ìàòðèöåé äëÿ îñàæäåíèÿ àìèëîèäà.

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàãëÿäíî ïîêàçà-
íû ïðåèìóùåñòâà òðåõöâåòíîãî ìåòîäà, âûÿâëÿþùåãî
êàê àìèëîèäíûå ìàññû, òàê è íåèçìåíåííûå êîëëàãåíî-
âûå âîëîêíà. Êðîìå òîãî, îêðàøèâàíèå ïî äàííîìó ìåòî-
äó ïîçâîëèëî îáíàðóæèòü òîí÷àéøèå èíäèãî-ïîëîæè-
òåëüíûå âîëîêíà â ìåñòàõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ðåòèêóëÿð-
íîé ñòðîìå ñåëåçåíêè, êîòîðûå íå âèçóàëèçèðóþòñÿ ïðè
îêðàñêå ïî Âàí Ãèçîíó. Ò. å. äàííûé ñïîñîá îêðàñêè ÿâëÿ-
åòñÿ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì ïî ñðàâíåíèþ ñ ìåòîäîì Âàí
Ãèçîíà. Ïðåäëàãàåìûé ñïîñîá òðåõöâåòíîãî îêðàøèâà-

íèÿ ìîæåò áûòü íàçâàí ÏôÊîÈí — Ïèêðèíîôóêñèí,
Êîíãî, Èíäèãîêàðìèí.

Ðàçðàáîòàííàÿ íàìè òðåõöâåòíàÿ îêðàñêà ñðåçîâ îðãà-
íîâ, ïîäâåðãøèõñÿ àìèëîèäíîìó ïîðàæåíèþ, ïîçâîëÿåò
óâåëè÷èòü öâåòîâîé êîíòðàñò, âûÿâèòü òîíêóþ óëüòðà-
ñòðóêòóðó ñîåäèíèòåëüíîòêàííîãî ìàòðèêñà, ðàçäåëèòü
îáëàñòè êîëîêàëèçàöèè àìèëîèäà è êîëëàãåíîâûõ âîëî-
êîí, ÷òî äåëàåò ýòîò ìåòîä áîëåå èíôîðìàòèâíûì, ÷åì
îêðàñêà òîëüêî ÊÊ.
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THREE-COLORED STAINING METHOD OF AMYLOID

V. A. Kozlov,1 S. P. Sapozhnikov, P. B. Karyshev

Chuvash State University named after I. N. Ulyanova, Cheboksary, 428010;
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The three-color multiple staining method is proposed for revealing connective tissue fibers and sites of
amyloid localization. Free-floating paraffin sections are incubated for 2—3 h in a solution of acid-pepsin (pH 4)
at 25 °C, then mounted on slides. The dewaxed sections are stained by picrofuxin according to Van Gieson, fol-
lowed by staining of the nuclei with hematoxylin, Congo red according to H. H. Benhold and picroindigocarmi-
ne, followed by the conclusion in a transparent environment. Amyloid structures bound to collagen fibers are
stained in brick-red, collagen and reticulin fibers not associated with amyloid — in indigocarmine, cytoplasm
of cells without amyloid — in yellow. The three-color method of staining is more informative and gives an inc-
rease in color contrast in comparison with the Congo red staining method and can be used in studying the patho-
genesis in organs affected by amyloidosis.

K e y w o r d s: amyloidosis, picroindigo carmine, Congo red, picrofuxin by Van Guison, hematoxylin.
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