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Известно, что тучные клетки играют большую роль в управлении поддержанием состояния соедини-
тельной ткани. Функция этих клеток заключается в поддержании структурной, биохимической и функци-
ональной стабильности микроокружения. Цель исследования: разработка способа идентификации тучных 
клеток на гистологических срезах, обеспечивающего специфическое окрашивание тучных клеток. Образцы 
ткани окрашивали иммуногистохимическим методом. В качестве первичных антител использовали антите-
ла анти-VEGFR1 (Sigma). Окрашивание сравнивали с окраской гематоксилином и эозином по эффективно-
сти выявления тучных клеток. Тучные клетки четко и специфично окрашивались на препаратах различных 
тканей, выявлялись как клетки, заполненные специфическими гранулами, так и дегранулирующие клетки. 
При оценке эффективности выявления тучных клеток на препаратах, окрашенных предложенным методом, 
и  окрашенных гематоксилином и  эозином, установлено достоверное повышение количества выявляемых 
клеток при использовании оригинального способа – 9,87 ± 0,91 и 2,52 ± 0,22 соответственно (р < 0001). Та-
ким образом, предлагаемая технология позволяет четко выявлять тучные клетки на гистологическом пре-
парате. Может быть использована в области патоморфологии, судебной медицины, а также при проведении 
научных исследований. Технология хорошо адаптирована с методиками, применяемыми при патологоана-
томическом исследовании.
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Mast cells are regulators of local connective tissue homeostasis. The function of these cells is to maintain the 
structural, biochemical and functional stability of the microenvironment. Objective: to develop a method for the 
identification of mast cells on histological sections, which allows you to identify specific staining of mast cells. 
Tissue samples were stained by immunohistochemical method. Anti-VEGFR1 antibodies (Sigma) were used as 
primary antibodies. Staining was compared with hematoxylin and eosin staining for mast cell detection. Mast 
cells were clearly and specifically stained on preparations of various tissues; cells filled with specific granules and 
degranulating cells were detected. When evaluating the efficiency of detecting mast cells on sections stained by 
the proposed method and stained with hematoxylin and eosin, a significant increase in the number of detected cells 
using the original method was found to be 9.87 ± 0.91 and 2.52 ± 0.22, respectively (p < 0001). Thus, the proposed 
technology allows to clearly and differentially stain mast cells on a histological section. It can be used in the field 
of pathomorphology as well as in conducting research. The technology is well adapted with the methods used in 
pathological studies.
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Известно, что тучные клетки играют 
большую роль в  управлении поддержани-
ем состояния соединительной ткани. Туч-
ные клетки, как часть иммунной системы, 
играют ключевую роль в  защите хозяина 
от нескольких патогенных микроорганиз-
мов и в инициации аллергического иммун-
ного ответа [1].

Во время дегрануляции тучные клетки 
секретируют определенный набор медиа-
торов, включая предварительно сформи-
рованные медиаторы, которые уже были 
синтезированы клеткой и содержатся в ци-
топлазматических гранулах. В эту группу 
входят сериновые протеазы, в  частности 
химаза и триптаза [2]. Биологическая значи-
мость химазы зависит от механизмов дегра-

нуляции и характеризуется избирательным 
воздействием на клеточные и неклеточные 
компоненты специфического тканевого 
микроокружения. Известно, что химаза 
тесно связана с  механизмами воспаления 
и  аллергии, ангиогенеза и  онкогенеза, ре-
моделирования внеклеточного матрикса 
соединительной ткани и изменениями в ги-
стоархитектонике органов [3].

При гистологическом исследовании 
применяют различные способы выявления 
тучных клеток на препаратах. Эти способы 
базируются на способности стандартных 
гистологических красителей метахрома-
тично окрашивать гранулы, находящиеся 
в  тучных клетках. Так, Enerback L. et al. 
(1986) с данной целью применяли 1 % под-
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кисленный водный раствор толуидинового 
синего [4].

Показано, что по критерию контраста 
тучных клеток на фоне соединительной 
ткани лучшие результаты демонстрирует 
окрашивание по Мей-Грюнвальду, на вто-
ром месте по эффективности среди класси-
ческих гистологических окрасок оказался 
метод окрашивания толуидиновым синим, 
поскольку он занимает меньше времени [5].

Однако перечисленные способы при-
водят к  окраске не исключительно тучных 
клеток, но и других клеток, которые нахо-
дятся на гистологическом срезе. Данное 
обстоятельство влияет на идентификацию 
тучных клеток.

Более специфичными способами явля-
ются приемы, основанные на специфиче-
ском выявлении биологически активных 
субстанций, содержащихся в гранулах туч-
ных клеток. Например, гистамина, мела-
тонина и  серотонина  [6]. Однако данный 
метод требует одновременного примене-
ния окрашивания трех серийных срезов, 
что приводит к  повышению трудоемкости 
работы и  требует существенных финансо-
вых затрат.

Еще более трудоемким является способ 
сочетания окрашивания на биологически 
активное вещество серотонин с  одновре-
менным исследованием полутонких срезов 
ткани  [7]. Необходимость использования 
дорогостоящего оборудования, не имею-
щего широкого применения в работе лечеб-
но-профилактических учреждений – транс-
миссионного электронного микроскопа, 
а также трудоемкость и длительность при-
готовления препаратов для электронной 
микроскопии существенно снижает доступ-
ность данного метода диагностики.

Предпринимались попытки использова-
ния иммуногистохимических методов окра-
шивания для выявления тучных клеток, 
основанные на визуализации результата 
взаимодействия антиген – антитело. В част-
ности, применялось окрашивание гепарин-
протеинового комплекса тучных клеток [8]. 
Однако данный способ апробирован только 
при исследовании тканей животных и не ис-
пользуется для выявления тучных клеток 
у человека.

Цель исследования: разработка способа 
идентификации тучных клеток на гистоло-
гических срезах, обеспечивающего специ- 
фическое окрашивание тучных клеток.

Материалы и методы исследования
Образцы различных тканей фиксиро-

вали в  растворе 10 % нейтрального забу-
ференного формалина, дегидратировали, 
изготавливали парафиновые блоки. Гисто-

логические срезы помещали на стекла, об-
работанные поли-L-лизином (Thermo scien-
tific). Проводили иммуногистохимическое 
окрашивание препаратов по методике, опи-
санной нами ранее и показавшей хорошую 
стабильность при окраске на эндотелин [9, 
10], маркеры дифференцировки фибробла-
стов [11, 12].

Для иммуногистохимического окраши-
вания использовали первичные антитела, 
в  качестве которых использовали антитела 
к  рецептору фактора роста эндотелия со-
судов 1 типа (анти-VEGFR1) (Sigma), в ра-
бочем разведении 1:50. Затем наносили 
вторичные антитела, меченные перокси-
дазой. Срезы докрашивали 0.02 % раство-
ром гематоксилина. Оценивали наличие 
специфической окраски на гистологиче-
ских препаратах [13]. Параллельно парные 
срезы окрашивали гематоксилином и эози-
ном. Сравнивали количество положитель-
но окрашенных клеток на препаратах. Раз-
личия между методами окраски оценивали 
с помощью t-критерия Стьюдента.

Результаты исследования  
и их обсуждение

В настоящем исследовании мы окра-
шивали препараты разработанным нами 
способом. Всего исследования подверга-
лись 75 препаратов различных тканей, пре-
имущественно соединительной и мышечной 
ткани, в том числе в разных партиях повтор-
но исследовались идентичные препараты. 
В результате проведенного исследования 
установлено, что предложенным нами спо-
собом тучные клетки хорошо выявляются 
на гистологических срезах соединительной 
ткани (рис. 1). Не менее эффективно данные 
клетки обнаружены нами в мышечной ткани 
(рис. 2) за счет яркого специфического окра-
шивания. При визуализации гистологиче-
ских препаратов тучные клетки представля-
ют собой клетки с неровной поверхностью, 
четко видны мелкие шарикообразные грану-
лы, ярко окрашенные. На части препаратов 
обнаружена дегрануляция тучных клеток, 
при этом гранулы четко видны в прилегаю-
щих к месту расположения клетки простран-
стве, таким образом дополнительно можно 
оценить активности дегрануляции тучных 
клеток в изучаемых образцах (рис. 3).

Очень характерно, что на препаратах 
специфически окрашивались только тучные 
клетки. Окраски каких-либо других клеток 
нами не получено. При применении дан-
ного способа была выявлена хорошая ста-
бильность получаемых результатов. Окра-
шивание срезов с  одного и  того же блока 
в  разных партиях приводило к  сопостави-
мым результатам.
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Рис. 1. Ярко окрашенные тучные клетки 
в соединительной ткани.  

Иммуногистохимия (краситель DAB, 
первичные антитела к VEGFR1,  

докрашивание гематоксилином), ув. х1000.  
1 – тучные клетки

Рис. 2. Ярко окрашенные тучные клетки 
в мышечной ткани. Иммуногистохимия  
(краситель DAB, первичные антитела 

к VEGFR1, докрашивание гематоксилином),  
ув. х1000. 1 – тучные клетки

Рис. 3. Дегрануляция тучной клетки 
в мышечной ткани. Иммуногистохимия 
(краситель DAB, первичные антитела 

к VEGFR1, докрашивание гематоксилином),  
ув. х1000. 2 – дегрануляция тучной клетки

Яркие преимущества показала предло-
женная методика в  сравнении со стандар-
ными методами, применяющимися в прак-
тике работы гистологических лабораторий, 
в  частности в  сравнении с  использовани-
ем гематоксилина и  эозина. Данное пре-
имущество наглядно продемонстрировано 
на рис. 4 и 5: на рис. 4 представлена окраска 
гематоксилином и эозином; на рис. 5 – окра-
шивание препарата соединительной ткани 
предлагаемым способом. 

Рис. 4. Тучные клетки в соединительной ткани. 
Окраска гематоксилином и эозином,  

ув. х400. 1 – тучная клетка

Рис. 5. Тучные клетки в соединительной 
ткани. Иммуногистохимия (краситель DAB, 

первичные антитела к VEGFR1, докрашивание 
гематоксилином), ув. х400. 1 – тучные клетки

При оценке эффективности выявления 
тучных клеток на препаратах, окрашенных 
предложенным методом и окрашенных гема-
токсилином и  эозином, установлено досто-
верное повышение количества выявляемых 
клеток при использовании оригинального 
способа  – 9,87 ± 0,91 и  2,52 ± 0,22 соответ-
ственно (р < 0001).

Как известно, тучные клетки человека 
продуцируют большое количество ангио-
генных и  лимфангиогенных молекул [14]. 
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Тучные клетки человека экспрессируют ре-
цептор к вазоэндотелиальному фактору ро-
ста (VEGFR-1) и 2 (VEGFR-2). Эти данные 
указывают на то, что тучные клетки челове-
ка могут участвовать в сложной сети, вклю-
чающей воспалительный и  опухолевый 
ангиогенез и  лимфангиогенез [15]. С этим 
может быть связано обнаруженное нами 
большое количество рецепторов к  вазоэн-
дотелиальному фактору роста, выявленное 
нами на поверхности тучных клеток. При 
этом рецепторы выявлены не только на по-
верхности клетки, но и  в  содержимом се-
кретируемых гранул.

Заключение
Таким образом, предлагаемая техно-

логия позволяет четко выявлять тучные 
клетки на гистологическом препарате. Мо-
жет быть использована в области патомор-
фологии, судебной медицины, а также при 
проведении научных исследований. Техно-
логия хорошо адаптирована с методиками, 
применяемыми при патологоанатомиче-
ском исследовании.
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