МЕТОДЫ ВЫЯВЛЕНИЯ АМИЛОИДА
Окраска генциановым или метиловым фиолетовым по Варшавскому и Проскурневой

Окрашивают срезы, полученные на замораживающем микрото​ме или после заливки в парафин, но не приклеенные на пред​метное стекло.

Генциановый фиолетовый (1 % водный раствор)     

2-15мин
Водопроводная вода 





ополоснуть
Уксусная кислота (2 % раствор)



до красновато-фиолетового оттенка

Водопроводная вода 





ополоснуть

Срезы, полученные на замораживающем микротоме, извле​кают на предметное стекло и переносят в 50 % водный раствор ацетата калия. Применение глицерин-желатина приводит к ис​чезновению метахроматического (розово-фиолетового) окраши​вания .

Плавающие парафиновые срезы вылавливают на предметное стекло и высушивают в течение 2-3 ч в термостате при 37 °С, затем депарафинируют в ксилоле и заключают в бальзам.

Результат: амилоид красновато-фиолетового цвета, прочие ткани синего.

Окраска конго красным

Конго красный (1 % водный раствор)



1-3 мин

Водопроводная вода 





ополоснуть

Спирт 70 % или 80 %
дифференцировка до бледно-розового цвета

Водопроводная вода 





ополоснуть 
Квасцовый гематоксилин для докраски ядер 


2-3 мин 
Водопроводная вода 





ополоснуть

 

Затем обезвоживают, просветляют, заключают в смолу. 
Результат: амилоид красного цвета, ядра синеватые. Можно вначале окрасить ядра гематоксилином, отдифферен​цировать в солянокислом спирте, а затем окрашивать конго красным.

ПОЛЯРИЗАЦИОННАЯ МИКРОСКОПИЯ (Амилоид)
Умеренная первичная анизотропия амилоида значительно усили​вается при применении красителей — раствора Люголя и конго красного (конгорот). Окраску конго красным, обусловливающую зеленое свечение амилоида в поляризованном свете (дихроизм), рекомендуют для его специфического выявления в тканях.

Окраска амилоида по Беннхольду. 
1. Депарафинированные, обработанные в течение 24 ч в смеси метанола и хлорофор​ма (1:1) при 50 °С и доведенные до воды срезы окрашивают в 1 % водном растворе конго красного 15 — 20 мин (замороженные срезы — 20 с).

2. Помещают на 15 с в насыщенный водный раствор карбоната лития.

3. Обесцвечивают в 80 % спирте, затем ополаскивают в воде (при неравномерном обесцвечивании повторно проводят через раствор карбоната лития, обесцвечивают в 80 % спирте и опо​ласкивают в воде).

4. Промывают в воде 15 мин, проводят через спирты возрас​тающей концентрации и заключают в бальзам.

В поле поляризации амилоидные массы, окрашенные конго красным, дают зеленое свечение. Для того чтобы дифференци​ровать их от коллагеновых структур, также дающих зеленова​тое свечение, G. Romhanyi (1971) предложил заключать пре​параты в гуммиарабик: при этом анизотропия коллагеновых об​разований исчезает, а амилоида сохраняется.

Б. Ромейс рекомендует следующую методику заключения препаратов в гуммиарабик с целью поляризационно-микроскопического выявления амилоида.

1. Фиксация материала в жидкости Карнуа.

2. Заливка в парафин, изготовление парафиновых срезов.

3. Тщательное депарафинирование с доведением препаратов до дистиллированной воды.

4. Окрашивание в 2 % водном растворе конго красного 10 — 20 мин (замороженные срезы — 20 — 30 с).

5. Ополаскивание в дистиллированной воде.

6. Заключение в гуммиарабик.

После заключения в гуммиарабик массы амилоида, окрашен​ные конго красным, дают в поляризованном свете желто-зеле​ное свечение.

Н.Р. Missmahl и М. Hartwig (1954) применили для диффе​ренциации амилоида и соединительнотканных волокон, особен​но при небольших амилоидных отложениях, окрашивание полихромовым метилеповым синим, при котором амилоидные суб​станции в поляризованном свете дают ярко-красное свечение (а при применении компенсатора — желто-красное), а не содержа​щие амилоид образования — синее.

М. Volman (1975) предложил выявлять амилоид поляризационно-микроскопически с использованием окрашивания толуидиновым синим. Эта реакция менее чувствительна, чем с конго красным, однако, как считает автор, более специфична. В связи с меньшей чувствительностью реакции ее рекомендуют использовать для идентификации больших скоплений амило​ида.

Следует иметь в виду, что в сенильных бляшках головного мозга (при болезни Альцгеймера) амилоид не всегда проявляет анизотропные свойства.
Источник: Микроскопическая техника. - М.: Медицина. 1996. – 544 с
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