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Резюме

Одной из проблем при проведении исследований, посвященных изучению соединительной ткани, является 
одновременное выявление эластических и коллагеновых волокон на одном препарате для определения их про-
странственных взаимоотношений и относительной удельной плотности. Цель исследования – оценить возмож-
ность дифференцированного окрашивания эластических и коллагеновых волокон растворами резорцин-фуксина 
и прочного зеленого FCF на одном препарате и сравнить информативность предлагаемого способа с информа-
тивностью классических способов окраски соединительной ткани, выполненных по стандартным протоколам. 
Материал и методы. Материалом служили препараты сердца людей, умерших от причин, не связанных с бо-
лезнями сердца. Для изготовления гистологических препаратов брали участок передней межжелудочковой ар-
терии с подлежащим миокардом. После формалиновой фиксации материала, стандартной проводки и заливки в 
парафин изготавливали гистологические срезы. Препараты депарафинизировали, погружали в резорцин-фуксин 
на 15 минут, затем окрашивали железным гематоксилином Вейгерта 2 минуты, далее наносили на поверхность 
среза на 2 минуты 0,1%-й раствор прочного зеленого FCF, смешанный с насыщенным раствором пикриновой 
кислоты в соотношении 1:10 непосредственно перед окраской, препараты дегидратировали, просветляли и за-
ключали в синтетическую монтирующую среду. Результаты. На полученных препаратах эластические волокна 
были окрашены в темно-синий цвет, а коллагеновые волокна – в оттенки зеленого, что позволяло дифференци-
ровать их на основании различий окраски. Заключение. Разработан и апробирован способ окраски, который 
обеспечивает возможность одновременного выявления на одном препарате эластических и коллагеновых воло-
кон при последовательном окрашивании растворами резорцин-фуксина и прочного зеленого FCF.
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Abstract 

Detection of elastic and collagen fibers in the same histological section to determine their relationships and quantification 
is important for connective tissue investigations. The aim of the study was to assess the possibility of differentiated 
staining of elastic and collagen fibers with resorcin-fuchsin and fast green FCF in the same histological section and 
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compare the result of this method with the results of the classical methods of staining connective tissue, performed 
according to standard protocols. Material and methods. We studied adult human hearts, obtained from patients who died 
from non-cardiac causes. We cut tissue sections from the anterior interventricular artery and the underlying myocardium. 
After formalin fixation, standard processing and embedding in paraffin of the material, histological sections were made. 
Histological sections were deparaffinized and immersed resorcin-fuchsin for 15 minutes, then stained with Weigert’s 
iron hematoxylin for 2 minutes, then for 2 minutes were applied to the preparation surface 0.1% solution of fast green 
FCF mixed with a saturated solution of picric acid immediately before staining in a ratio of 1:10, the histological 
sections were dehydrated, cleared and mounted in permanent mounting medium. Results. Elastic fibers were dyed in 
dark blue, and collagen fibers in different shades of green, which made it possible to differentiate them on the basis of 
color differences in one histological section. Conclusion. We have developed and tested the method of staining, which 
provides the possibility of simultaneous detection of elastic and collagen fibers with successive staining with solutions 
of resorcin-fuchsin and fast green FCF on one histological section.
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Введение

На фоне роста числа случаев коронарогенных 
заболеваний сердца является актуальным изуче-
ние патологических структурных преобразова-
ний соединительнотканных элементов стенки 
сосудов сердца и паравазальной соединительной 
ткани [1]. Одновременное выявление эластиче-
ских и коллагеновых волокон на одном и том же 
препарате позволяет определить их простран-
ственные взаимоотношения, при высокой кон-
трастности окрашивания становится возможным 
рассчитать относительную удельную плотность 
компонентов соединительной ткани с помощью 
компьютерных программ для морфометрии. 

Наиболее распространенными методами вы-
явления эластических и коллагеновых волокон 
на одном и том же препарате являются способы 
окраски по Вейгерту–ван Гизону, по Маллори и 
по Массону с анилиновым синим [2]. При окра-
шивании препаратов по Вейгерту–ван Гизону 
эластические волокна окрашиваются резорцин-
фуксином в темно-синий цвет, а коллагеновые 
волокна – пикрофуксином в различные оттенки 
красного. При окраске по Массону и по Маллори 
бывают различимы эластические волокна, окра-
шенные в бледно-розовый цвет, на фоне синих 
коллагеновых волокон. Для повышения контраст-
ности препаратов вместо анилинового синего 
возможно использование светового зеленого. Из-
вестен способ трехцветной окраски по Массону 
в модификации Голднера со световым зеленым, 
при котором коллагеновые волокна ясно выделя-
ются на фоне мышечной ткани [3]. Использова-
ние трехцветной окраски (гематоксилин, эозин) 
со световым зеленым считают оптимальным для 

выявления коллагеновых волокон при патомор-
фологических исследованиях сердца [4]. Для 
более отчетливой визуализации эластических во-
локон может быть применено последовательное 
окрашивание препарата резорцин-фуксином и 
световым зеленым [5]. Есть сведения о том, что 
по сравнению со световым зеленым более насы-
щенную и стойкую окраску дает раствор прочно-
го зеленого FCF [6]. Последний является компо-
нентом многих красящих смесей, применяемых 
как для селективного выявления коллагеновых 
волокон, так и для контрастирования фона [2, 
7, 8]. Описания способов, которые основаны на 
использовании растворов резорцин-фуксина и 
прочного зеленого FCF для выявления эластиче-
ских и коллагеновых волокон на одном и том же 
препарате, нами не обнаружено. 

Цель исследования – оценить возможность 
дифференцированного окрашивания эластиче-
ских и коллагеновых волокон растворами резор-
цин-фуксина и прочного зеленого FCF на одном 
и том же препарате и сравнить информативность 
предлагаемого способа с информативностью клас-
сических способов окраски соединительной ткани, 
выполненных по стандартным протоколам. 

Материал и методы

Исследование проведено на десяти препара-
тах сердца людей 36–74 лет, умерших от причин, 
не связанных с патологией сердца и его сосудов. 
Материал был получен из патоморфологических 
отделений клинических баз Уральского государ-
ственного медицинского университета в соответ-
ствии с договорами о сотрудничестве. Протокол 
исследования одобрен локальным этическим 
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комитетом Уральского государственного меди-
цинского университета (№ 5 от 24.05.2019). При 
работе с секционным материалом учитывали тре-
бования ст. 5 ФЗ № 8 «О погребении и похоронном 
деле» от 12.01.1996 (с изм. и доп. от 01.01.2017). 

Для изготовления гистологических препара-
тов из каждого макропрепарата сердца на уров-
не средней трети передней межжелудочковой 
борозды брали участок передней межжелудоч-
ковой артерии с подлежащим миокардом. Мате-
риал фиксировали в 10%-м растворе нейтраль-
ного забуференного формалина в течение 24 ч, 
затем отмывали в проточной воде и осущест-
вляли проводку по следующей схеме: спирт 1 
(70 %) – 10 мин; спирт 2 (90 %) – 20 мин; спирт 3 
(95 %) – 20 мин; спирт 4 (абсолютный) – 25 мин; 
спирт 5 (абсолютный) – 30 мин; спирт 6 (абсолют-
ный) – 35 мин; спирт 7 (абсолютный) – 40 мин; 
ксилол 1 – 20 мин; ксилол 2 – 20 мин; парафин 1 – 
60 мин; парафин 2 – 90 мин. После проводки ку-
сочки заключали в парафин («Histomix extra», 
«БиоВитрум», Россия). С каждого из десяти пара-
финовых блоков на микротоме Thermo Scientific 
Microm HM 450 (Thermo Fisher Scientific, США) 
изготавливали по четыре среза толщиной 3 мкм. 

Препараты окрашивали: а) по Вейгерту–ван 
Гизону («Лабико», Россия; протокол производи-
теля), б) по Массону с анилиновым синим («Био-
Витрум»; протокол производителя), в) по Маллори 
(«БиоВитрум»; протокол производителя), г) резор-
цин-фуксином с докраской раствором прочного 
зеленого FCF (Sigma-Aldrich, США; собственный 
оригинальный способ). Для выявления эласти-
ческих волокон использовали резорцин-фуксин, 
приготовленный по методике, описанной в руко-
водстве Г.А. Меркулова [9]. Препараты помещали 
в резорцин-фуксин на 15 мин, затем быстро про-
мывали в дистиллированной воде. Ядра окраши-
вали железным гематоксилином Вейгерта в те-
чение 2 мин («Лабико»). Осушали поверхность 
среза фильтровальной бумагой и наносили на него 
на 2 мин 0,1%-й раствор прочного зеленого FCF, 
смешанный с насыщенным раствором пикрино-
вой кислоты в соотношении 1:10 непосредственно 
перед окраской. Растворы готовили заранее: 0,1 г 
прочного зеленого FCF смешивали c 0,2 мл ледя-
ной уксусной кислоты и добавляли 100 мл дис-
тиллированной воды; 1,2 г пикриновой кислоты 
растворяли в 100 мл подогретой до 60–70 ºC дис-
тиллированной воды, после охлаждения наблюда-
ли выпадение кристаллического осадка, что ука-
зывало на получение насыщенного раствора. 

После окраски препараты дегидратирова-
ли, просветляли и заключали в синтетическую 
монтирующую среду («БиоВитрум»). Анализ 
и фотографирование гистологических препара-

тов проводили с помощью микроскопа Olympus 
CX31RTSF (Olympus Corporation, Япония), циф-
ровой камеры ToupCam U31SPM18000KPA 5.1 
МП (ToupTek, Китай) и программного обеспе-
чения ADF Image Capture 4.7 (2019). Результаты 
оценивали два исследователя независимо друг от 
друга. Оценивали различимость слоев стенки ар-
терий, гладких миоцитов и коллагеновых волокон 
медии, четкость контуров эластических и колла-
геновых волокон адвентиции.

Результаты и их обсуждение

На препаратах, окрашенных по Вейгерту–ван 
Гизону, хорошо дифференцировались слои стен-
ки артерии, ясно были видны наружная и вну-
тренняя эластические мембраны темно-синего 
цвета, эластические волокна адвентиции выде-
лялись на фоне красных коллагеновых волокон, 
однако за счет окрашивания цитоплазмы в жел-
тый цвет гладкие миоциты медии были плохо раз-
личимы (рисунок, а). При использовании окрасок 
по Маллори и по Массону слои стенки артерии 
были хуже различимы за счет того, что наружная 
и внутренняя эластические мембраны сливались 
по цвету с цитоплазмой гладких миоцитов медии. 
Эластические волокна адвентиции, окрашенные 
в бледно-розовый цвет, слабо выделялись на 
фоне синих коллагеновых волокон. Гладкие мио-
циты медии были хорошо различимы на синем 
фоне благодаря яркому окрашиванию цитоплаз-
мы в красный цвет (рисунок, б, в). 

Таким образом, каждый из приведенных спо-
собов имел определенные преимущества и недо-
статки. На препаратах, окрашенных по Вейгер-
ту–ван Гизону, хорошо дифференцировались 
эластические и коллагеновые волокна, однако 
гладкие миоциты медии были плохо различимы. 
При использовании окрасок по Массону и по 
Маллори гладкие миоциты медии контрастно вы-
делялись на фоне коллагеновых волокон, однако 
дифференцировка эластических волокон в стенке 
артерии была затруднена. Это побудило нас к раз-
работке альтернативного способа окраски. 

На препаратах артерий, окрашенных резор-
цин-фуксином с последующим докрашиванием 
прочным зеленым FCF, отмечались тинкториаль-
ные различия между коллагеновыми и эластиче-
скими волокнами, более явные по сравнению с 
традиционными методами. Отчетливо были вид-
ны наружная и внутренняя эластические мембра-
ны, на фоне коллагеновых волокон, окрашенных 
в зеленый цвет, выявлялись гладкие миоциты ме-
дии. В адвентиции артерии темно-синие эласти-
ческие волокна были хорошо отличимы от колла-
геновых волокон (рисунок, г). 
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Заключение
Доказана возможность дифференцированно-

го окрашивания эластических и коллагеновых во-
локон растворами резорцин-фуксина и прочного 
зеленого FCF на одном препарате. На образцах 
артерий сердца взрослого человека разработан 
и апробирован протокол этой окраски. Главным 
преимуществом предложенного способа по срав-
нению с классическими методами окраски яв-
ляется лучшая визуализация коллагеновых и 
эластических волокон за счет их окрашивания в 
разные цвета. Кроме того, он предполагает ис-
пользование доступных и недорогих красителей 
и меньшее количество этапов окраски. Описан-
ный способ может быть использован для выяв-
ления эластических и коллагеновых волокон не 
только в сердце, но и в различных органах и тка-
нях человека и животных.
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