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Аннотация
Цель. Изучить особенности окраски транстиретинового амилоида разными гистохимическими красителями и оценить эффективность 
их использования для диагностических целей.
Материалы и методы. Материалом для исследования послужили образцы миокарда левого и правого желудочка лиц обоих полов в воз-
расте старше 70 лет (n=10) с иммуногистохимически верифицированным транстиретиновым амилоидозом. Препараты всех отобранных 
случаев были окрашены Конго красным, альциановым синим, толуидиновым синим и метиловым фиолетовым.
Результаты. В случае транстиретинового амилоидоза миокарда окраска Конго красным по чувствительности и специфичности выявления 
амилоида сопоставима с иммуногистохимической реакцией. Для верификации присутствия амилоида вместо поляризационной микро-
скопии может быть использован метод флуоресцентной микроскопии, который дает возможность более надежно определить природу 
конгофильных скоплений. Применение метода конфокальной микроскопии и функции спектрального разделения позволяет усилить 
контрастность выявления амилоида за счет элиминирования фоновой флуоресценции мышечной ткани и автофлуоресценции липофус-
цина. Метод окраски альциановым синим по чувствительности и специфичности обнаружения амилоида сопоставим с Конго красным. 
При этом он менее трудоемок и позволяет избежать ложноположительных и ложноотрицательных результатов, обусловленных особен-
ностями финальной обработки препаратов. Толуидиновый синий и метиловый фиолетовый проявляют метахроматическое окрашивание 
при связывании с транстиретиновым амилоидом, что может быть обусловлено биохимическими особенностями амилоида этого типа.
Заключение. Наиболее надежным методом гистохимической диагностики транстиретинового амилоидоза является окраска Конго крас-
ным с последующим исследованием препаратов методами флуоресцентной или конфокальной микроскопии. В качестве скринингового 
метода в диагностических целях может быть применена окраска альциановым синим. Метахроматические красители менее эффективны 
для диагностики транстиретинового амилоидоза миокарда.
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Abstract
Aim. To compare efficiency and specific features of transthyretin amyloid staining by different histological dyes and thus to assess their suitability 
for diagnostic purposes.
Materials and methods. Samples of left and right heart ventricles were taken from patients over 70 years-old of both genders (n=10) with 
immunohistochemically verified transthyretin amyloidosis (ATTR). All samples were stained with Congo red, Alcian blue, toluidine blue and 
methylene violet.
Results. Specificity and sensitivity of Congo red staining was comparable to those of immunohistochemical staining. For verification of amyloid 
presence after Congo red staining one could use fluorescent microscopy instead of polarization microscopy. It allows a more accurate diagnosis of 
amyloidosis. Confocal microscopy with spectral unmixing improves detection sensitivity of amyloid by elimination of background fluorescence 
of muscle tissue and autofluorescence of lipofuscin. Alcian blue staining gives the same result as Congo red. In addition, it’s less labor-intensive 
and free of false-positive and false-negative results caused by final processing of slide preparation. Toluidine blue and methylene violet develop 
metachromatic staining upon binding to transthyretin fibrils, likely due to specific biochemical features of these fibrils.
Conclusion. The most reliable method for histochemical diagnosis of ATTR is the Congo red staining with subsequent analysis using fluorescence 
or confocal microscopy. For diagnostic screening, the use of Sodium sulphate-Alcian blue staining method is highly promising. Metachromatic 
stains are less effective for ATTR diagnosis.

Keywords: transthyretin, transthyretin amyloidosis, cardiac amyloidosis, Congo red, Alcian blue, metachromasia
For citation: Guselnikova VV, Fedorova EA, Gudkova AJa, Shavlovsky MM, Korzhevskii DE. Transthyretin amyloid cardiomyopathy. Features 
of histological diagnosis: study design. Terapevticheskii Arkhiv (Ter. Arkh.). 2022;94(4): 473–478. DOI: 10.26442/00403660.2022.04.201464

Информация об авторах / Information about the authors
Гусельникова Валерия Владимировна – канд. биол. наук, ст. науч. 
сотр. лаб. функциональной морфологии центральной и перифе-
рической нервной системы отд. общей и частной морфологии 
ФГБНУ ИЭМ. Тел.: +7(981)756-81-05; 
e-mail: Guselnicova.Valeriia@yandex.ru; 
ORCID: 0000-0002-9499-8275

Valeriia V. Guselnikova. E-mail: Guselnicova.Valeriia@yandex.ru; 
ORCID: 0000-0002-9499-8275



ОРИГИНАЛЬНАЯСТАТЬЯ https://doi.org/10.26442/00403660.2022.04.201464

TERAPEVTICHESKIIARKHIV.2022;94(4):473–478. ТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙАРХИВ.2022;94(4):473–478.474

Обоснование
Транстиретиновая амилоидная кардиомиопатия – это 

заболевание, вызванное отложением в интерстициальной 
межмышечной соединительной ткани сердца аномально 
агрегированного белка транстиретина (ТТ). ТТ является 
белком плазмы крови и в норме выполняет транспорт-
ную функцию в отношении гормонов щитовидной же-
лезы и витамина А, но при определенных условиях при-
обретает способность к амилоидогенезу [1, 2]. Известно 
2  типа транстиретинового амилоидоза (ТТА): мутантный 
 (наследственный), или ТТАm, и ТТА дикого типа, или 
ТТАwt. Длительное время считалось, что ТТАwt – это ред-
кое заболевание, однако впоследствии было показано, что 
среди пациентов старше 80 лет транстиретиновые амило-
идные скопления в миокарде обнаруживаются в 25% слу-
чаев [3]. В настоящее время общепризнано, что ТТАwt го-
раздо более распространен, чем предполагалось ранее [4, 5].

Наиболее надежным методом диагностики ТТА в насто-
ящее время остается гистологическое исследование образ-
цов тканей [1, 2, 5–7]. В классической гистологии известен 
ряд гистохимических красителей, для которых показана 
способность окрашивать амилоидные фибриллы, однако в 
диагностической практике для выявления амилоида в тка-
нях принято использовать только краситель Конго красный. 
При этом отмечено, что данная методика имеет ряд недос-
татков, которые могут повлиять на результаты исследова-
ния [8]. В связи с этим актуальным представляется прове-
дение комплексного анализа, направленного на изучение 
тинкториальных особенностей транстиретинового амило-
ида и его способности окрашиваться разными красителями.

Цель исследования – изучить особенности окраски 
транстиретинового амилоида разными гистохимическими 
красителями (с использованием нескольких методов визу-
ализации) и оценить эффективность их применения для 
диагностических целей.

Материалы и методы
Объекты исследования. Материалом для исследования 

послужили образцы миокарда левого и правого желудочка 
лиц обоих полов в возрасте старше 70 лет (n=10) с диагнос-
тированным амилоидозом. Образцы миокарда были полу-
чены в результате аутопсии, зафиксированы в 10% забу-
ференном формалине и залиты в парафин по стандартной 
методике. Парафиновые блоки извлечены из архива НИИ 
сердечно-сосудистых заболеваний ФГБОУ ВО «Первый 
СПбГМУ им. акад. И.П. Павлова».

Иммуногистохимическое исследование. Для верифи-
кации типа амилоидоза на срезах всех имеющихся слу-

чаев была поставлена иммуногистохимическая реакция 
на агрегированный ТТ с использованием мышиных мо-
ноклональных (клон 2T5C925) антител (разведение 1:600, 
BioLegend, США).

Гистохимическое исследование. Препараты всех отобран-
ных случаев были окрашены Конго красным, альциановым 
синим, толуидиновым синим и метиловым фиолетовым. 
Для окраски Конго красным использовали 0,1% водный рас-
твор красителя (Sigma, США). Окраску препаратов альциа-
новым синим проводили с применением описанного ранее 
A. Pomerance и соавт. метода SAB (от англ. Sodium sulphate-
Alcian Blue – сульфатный альциановый синий) [9]. Для это-
го применяли альциановый синий 8 GX (Loba Chemie, Ав-
стрия). После проведения окрашивания одну часть срезов 
подкрашивали пикриновой кислотой (насыщенный водный 
раствор), а другую – 0,5% водным раствором ядерного проч-
ного красного (Sigma Aldrich, США). Для окраски срезов то-
луидиновым синим использовали методику, предложенную 
M. Wolman [10]. Для этого применяли 1% раствор толуиди-
нового синего (Acros Organics, США), приготовленный на 
50% изопропаноле. Для окраски метиловым фиолетовым 
использовали 0,1% водный раствор метилового фиолетово-
го 5B (Pr. G. Grubler, Германия).

Анализ и фотографирование полученных препаратов 
проводили при помощи светового микроскопа Leica DM750, 
флуоресцентного микроскопа Leica DM2500 и конфокаль-
ного лазерного микроскопа LSM800 (Zeiss, Германия).

Соответствие принципам этики. На проведение ис-
следования имеется разрешение Локального этического 
комитета ФГБНУ ИЭМ (№3/18 от 22.11.2018). Одобрение и 
процедуру проведения протокола получали по принципам 
Хельсинкской конвенции.

Результаты
Иммуногистохимическое исследование
В результате постановки иммуногистохимической ре-

акции на агрегированный ТТ продукт реакции обнаружен 
во всех исследованных случаях (n=10). Он был интенсивно 
окрашен в насыщенный коричневый цвет, а неспецифи-
ческое фоновое окрашивание полностью отсутствовало 
(рис. 1). Размер и количество амилоидных скоплений су-
щественно варьировали. В 1/10 исследованных образцов 
установлено тотальное амилоидное поражение миокарда: 
амилоидные массы обнаружены во всех полях зрения и за-
нимают большую часть среза (рис. 1, а). Амилоид был лока-
лизован внеклеточно, в интерстиции между функциональ-
ными волокнами кардиомиоцитов. В участках отложения 
амилоидных масс часто наблюдалась дегенерация кардио-
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миоцитов. В 3/10 исследованных случаев обнаружены мно-
жественные очаговые скопления амилоида, которые также 
присутствовали во всех полях зрения, но были разделены 
участками неповрежденной мышечной ткани (рис. 1, b). Во 
всех остальных случаях амилоидные отложения встреча-
лись в виде немногочисленных очаговых скоплений разно-
го размера, которые при микроскопировании присутство-
вали не во всех полях зрения. В 50% исследованных случаев 
амилоидные депозиты присутствовали также в стенках 
кровеносных сосудов миокарда (рис. 1, c, d).

Проведенный иммуногистохимический анализ позво-
лил установить природу амилоидных скоплений в иссле-
дованных образцах миокарда и сделать заключение о том, 
что все отобранные для исследования случаи (n=10) дей-
ствительно содержат амилоидные агрегаты ТТ.

Гистохимическое исследование
При анализе препаратов, окрашенных Конго красным, 

амилоидные скопления были идентифицированы во всех 
исследованных образцах. При микроскопии в проходящем 
свете эти скопления выглядели как волокнистые агрега-
ты, окрашенные в розовый цвет (рис. 2, а, b). Они присут-
ствовали как в интерстициальном пространстве миокар-
да (рис. 2, а), так и в стенке кровеносных сосудов сердца 
(рис. 2, б). Количество, размер и характер распределения 
амилоидных масс в данном случае соответствовали тако-
вым, описанным при постановке иммуногистохимической 
реакции на ТТ.

При наблюдении препаратов, окрашенных Конго крас-
ным с использованием флуоресцентной микроскопии, 

отмечено, что конгофильные скопления обладают способ-
ностью флуоресцировать в красном диапазоне спектра  
(рис. 2, c). Флуоресценция амилоида, окрашенного Конго 
красным, характеризуется высокой интенсивностью, что 
позволяет легко идентифицировать скопления амилои-
да даже на малом (×10) увеличении микроскопа. В части 
проанализированных образцов отмечено присутствие 
липофусцина – пигмента, который накапливается в кар-
диомиоцитах при старении и имеет собственную авто-
флуоресценцию в широком диапазоне видимого спектра 
(рис. 2, c, головка стрелки).

При изучении препаратов методом конфокальной лазер-
ной микроскопии отмечено, что контрастность выявления 

a b

c d

Рис. 1. ТТА миокарда человека. Иммуногистохимическая 
реакция на агрегированный ТТ, подкраска ядер 
гематоксилином Эрлиха: a – тотальное амилоидное 
поражение миокарда; b – очаговые скопления амилоида 
в миокарде; c,d – амилоидные скопления в стенках 
кровеносных сосудов миокарда.
*Просвет кровеносного сосуда. Масштабный отрезок равен 
100 (a–c) и 50 µm (d).
Fig. 1. Transthyretin amyloidosis of the human myocardium. 
Immunohistochemical reaction for aggregated transthyretin, 
staining of nuclei with Ehrlich's hematoxylin: a – total 
amyloid myocardial damage; b – focal accumulations of 
amyloid in the myocardium; c,d – amyloid accumulations in 
the walls of myocardial blood vessels.

a b

c d

e

Рис. 2. Амилоидные скопления, окрашенные Конго 
красным, в миокарде человека. Окраска 0,1% 
водным раствором Конго красного: а,b – световая 
микроскопия; c– флуоресцентная микроскопия; d,e – 
конфокальная лазерная микроскопия (spectral unmixing). 
Для возбуждения флуоресценции Конго красного 
использовали диодный лазер c длиной волны 561 нм 
(красныйцвет), для возбуждения автофлуоресценции 
мышечной ткани – диодный лазер c длиной волны 488 нм.
*Просвет кровеносного сосуда, головка стрелки – 
липофусцин в кардиомиоцитах. Масштабный отрезок равен 
50 (а–d) и 100 µm (e).
Fig. 2. Amyloid aggregates stained with Congo red in the 
human myocardium. Stained with 0.1% aqueous solution 
of Congo red: a,b – light microscopy; c– fluorescence 
microscopy; d,e – confocal laser microscopy (spectral 
unmixing). A diode laser with a wavelength of 561 nm (red
color) was used to excite the fluorescence of Congo red, 
and a diode laser with a wavelength of 488 nm was used to 
excite the autofluorescence of muscle tissue.
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амилоида можно увеличить за счет возбуждения автофлуо-
ресценции мышечной ткани сердца и раздельной регистра-
ции автофлуоресценции кардиомиоцитов и специфической 
флуоресценции конгофильных скоплений (рис.  2,  d,  e). 
В этом случае конгофильные скопления (красная флуорес-
ценция) отчетливо выявляются на фоне мышечной ткани, 
автофлуоресцирующей в зеленой части спектра. Приме-
нение функции спектрального разделения (англ. spectral 
unmixing), доступной в программном обеспечении ZEN 
2012 blue edition, позволяет также разделить специфический 
сигнал (флуоресценцию амилоидных скоплений, окрашен-
ных Конго красным) и автофлуоресценцию липофусцина, 
которому программа присваивает цвет, отличный от специ-
фического сигнала (рис. 2, d, e, головка стрелки).

При анализе препаратов, окрашенных альциановым 
синим (по методу SAB) с подкраской пикриновой кисло-
той, установлено, что амилоидные скопления в этом случае 
имеют бирюзовый цвет, в то время как мышечная ткань 
сердца окрашена в желтый (рис. 3, а). Более контрастное 
окрашивание амилоида можно получить, используя для 
подкраски препаратов краситель ядерный прочный крас-
ный. В этом случае скопления амилоида приобретают 
насыщенный синий цвет на фоне красновато-розового 
окрашивания мышечной ткани сердца (рис. 3, b). Высокая 
контрастность окраски в данном случае позволяет выяв-
лять даже мелкие скопления амилоида на малом (×10) уве-
личении микроскопа.

При использовании толуидинового синего транстире-
тиновые отложения амилоида в миокарде окрашиваются 
метахроматически (рис. 3, c, d). Амилоидные депозиты, 
локализованные в интерстиции, характеризуются светло- 
фиолетовой окраской (рис. 3, c). Цвет скоплений ами- 
лоида в стенках кровеносных сосудов варьирует от светло- 
до темно-фиолетового (рис. 3, d). Ядра клеток окрашивают-
ся толуидиновым синим ортохроматически (в синий цвет). 
Фоновое окрашивание мышечной ткани полностью отсут-
ствует. Отмечено, что использованная методика окраски то-
луидиновым синим также позволяет обнаруживать тучные 
клетки миокарда, гранулы которых приобретают в данном 
случае метахроматическое окрашивание (рис. 3, c, стрелка).

На препаратах, окрашенных метиловым фиолетовым, 
амилоидные скопления демонстрируют метахроматическое 
окрашивание в насыщенный фиолетовый цвет (рис. 3, e, f). 
Мышечная ткань сердца при этом приобретает насыщенное 
синее окрашивание, что сильно снижает контрастность вы-
явления интерстициальных скоплений амилоида (рис. 3, e) 
и затрудняет идентификацию небольших амилоидных де-
позитов в миокарде. Амилоидные скопления в стенках кро-
веносных сосудов, окрашенные в фиолетовый цвет, хорошо 
выявляются за счет полного отсутствия окрашивания самой 
сосудистой стенки (рис. 3, f).

Обсуждение
В последнее десятилетие стало очевидно, что транстире-

тиновая амилоидная кардиомиопатия является недооценен-
ной причиной заболеваемости и смертности людей по всему 
миру [2]. Наиболее надежным способом диагностики этого 
заболевания в настоящее время считают эндокардиальную 
биопсию с последующим гистологическим исследованием 
образцов тканей. «Золотым стандартом» обнаружения ами-
лоида в данном случае служит окраска красителем Конго 
красным [1, 2]. В последнее время высказывается мнение о 
том, что Конго красный обладает низкой специфичностью 
в отношении связывания амилоида, а его широкое исполь-
зование в клинико-диагностической практике началось с 

неверного цитирования одной научной статьи, опублико-
ванной в 1927 г. [8]. Полученные нами при использовании 
Конго красного результаты свидетельствуют о том, что в 
отношении ТТА сердца этот краситель характеризуется вы-
сокой чувствительностью и специфичностью.

Для подтверждения природы обнаруженных конго-
фильных скоплений при применении Конго красного тради-
ционно пользуются методом поляризационной микроско-
пии  [11]. Однако современные исследования показывают, 
что цвет свечения конгофильных скоплений в поляризован-
ном свете существенно варьирует, и это значительно услож-
няет интерпретацию полученных результатов [12]. Основы-
ваясь на данных собственных исследований, мы полагаем, 
что более надежным способом верификации амилоида в 
случае использования Конго красного является метод флу-
оресцентной микроскопии. Нами продемонстрировано, что 

a b

c d

e f

Рис. 3. Амилоидные скопления в миокарде человека, 
окрашенные разными гистохимическими красителями:  
а,b – окраска альциановым синим с подкраской 
пикриновой кислотой (a) или ядерным прочным 
красным (b). Амилоид окрашен в бирюзовый (а) или 
синий (b) цвет; c,d – окраска толуидиновым синим, 
амилоид окрашен в светло-фиолетовый цвет; e,f – окраска 
метиловым фиолетовым, амилоид окрашен в насыщенный 
фиолетовый цвет. Стрелка указывает на тучную клетку  
с признаками дегрануляции.
*Просвет кровеносного сосуда. Масштабный отрезок равен 
50 µm.
Fig. 3. Amyloid accumulations in the human myocardium, 
stained with different histochemical stains: a,b – Alcian blue 
stained with picric acid (a) or nuclear strong red (b); amyloid 
stained turquoise (a) or blue (b); c,d – stained with toluidine 
blue, amyloid stained light purple; e,f – staining with methyl 
violet, amyloid is stained in saturated violet. The arrow points 
to the mast cell with signs of degranulation.
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при применении метода флуоресцентной или конфокаль-
ной микроскопии конгофильные скопления характеризуют-
ся высокой интенсивностью флуоресценции, что позволяет 
легко идентифицировать даже небольшие скопления амило-
ида в миокарде. Аналогичные достоинства флуоресцентного 
метода при окраске Конго красным были отмечены A. Cohen 
и соавт. [13].

Помимо Конго красного известно еще несколько гисто-
химических красителей, для которых показана способность 
окрашивать амилоид. Одним из них является альциановый 
синий, который в настоящее время в диагностических целях 
не применяют. A. Pomerance и соавт. впервые использовали 
метод SAB для идентификации амилоида в миокарде чело-
века и показали, что он более чувствителен по сравнению с 
другими проанализированными методами (Конго красным, 
крезиловым фиолетовым, тиофлавином Т) [9]. Полученные 
нами данные свидетельствуют о том, что в случае ТТА ми-
окарда метод SAB по чувствительности и специфичности 
окраски сопоставим с окраской Конго красным. После окра-
ски по методу SAB мы рекомендуем подкрашивать препара-
ты не пикриновой кислотой (как это сделано в оригиналь-
ной статье A. Pomerance и соавт. [9]), а красителем ядерным 
прочным красным. Это позволяет получить значительно 
более контрастное окрашивание амилоида и дает возмож-
ность легко обнаруживать мелкие амилоидные скопления 
даже на малом увеличении микроскопа.

Использование для выявления амилоида метахромати-
ческих красителей, таких как толуидиновый синий и ме-
тиловый фиолетовый, относится к концу прошлого века. 
Согласно результатам исследований тех лет они менее  
эффективны в отношении выявления амилоида по срав-
нению с окраской Конго красным [14]. Проведенные нами 
исследования свидетельствуют о том, что в случае приме-
нения этих методик идентификация амилоида затруднена 
вследствие низкой интенсивности окраски амилоидных 
скоплений (при использовании толуидинового синего) 
или высокой интенсивности фонового окрашивания мы-
шечной ткани сердца (при применении метилового фио-
летового). Интересно, что, согласно данным литературы, 
толуидиновый синий в большинстве случаев дает ор-
тохроматическое (синее) окрашивание амилоида. Лишь в 
редких ситуациях при использовании этого красителя ис-
следователи наблюдали метахроматическое окрашивание 
амилоидных депозитов [14]. Нами показано, что в случае 
ТТА толуидиновый синий всегда дает метахроматическое 
(фиолетовое) окрашивание амилоидных фибрилл. Веро-
ятно, такое метахроматическое окрашивание обусловле-
но сульфатированием гликозаминогликанов, связанных 
с амилоидными фибриллами, что характерно не для всех 
разновидностей амилоидозов [14, 15].

Заключение
Транстиретиновый амилоид обладает способностью 

связывать разные гистохимические красители. Среди них 
для диагностических целей наиболее надежным является 
использование Конго красного с последующим исследо-
ванием препаратов методом флуоресцентной или конфо-
кальной микроскопии. В качестве скринингового метода 
в диагностических лабораториях может быть применен 
также метод окрашивания SAB. Метахроматические кра-
сители, такие как толуидиновый синий и метиловый фи-

олетовый, менее эффективны для диагностики, однако мо-
гут быть использованы в научно-исследовательских целях.
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