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Резюме
Цель. Оптимизировать протокол окрашива-

ния гематоксилином и эозином для элементов 
системы кровообращения (миокард, аорта) и 
гепатолиенальной системы (печень, селезенка). 

Материалы и методы. В качестве эталон-
ных объектов исследования были выбраны серд-
це (желудочки), аорта (брюшной отдел), печень 
(правая доля) и селезенка (левая часть). После 
фиксации в 10% забуференном формалине про-
изводилась вырезка репрезентативных сегмен-
тов тканей с дальнейшим промыванием в про-
точной воде, обезвоживанием с использовани-
ем этанола возрастающей концентрации (70%, 
80%, 95%) и изопропанола, пропитыванием и 
заключением в парафин и серийной резкой (5 
мкм) замороженных парафиновых блоков на ми-
кротоме. При регрессивном окрашивании время 
инкубации в гематоксилине (Гарриса) составля-
ло 5 или 10 минут, дифференцирующем раство-
ре (1% HCl в 70% этаноле) – 2 или 10 секунд, 1% 
водно-спиртовом эозине – 1 или 2 минуты. При 
прогрессивном окрашивании время инкубации 
в гематоксилине (Карацци) и эозине было ана-
логичным, однако не требовалось применения 
дифференцирующего раствора. 

Результаты. Окрашивание прогрессивным ге-
матоксилином во всех исследованных тканях по-
зволяло сохранить целостность ткани и ускорить 
протокол окрашивания по сравнению с регрес-
сивным в силу отсутствия необходимости экспо-
зиции в агрессивном кислотно-спиртовом диффе-
ренцирующем растворе. Наилучшим протоколом 

в случае как регрессивного, так и прогрессивного 
окрашивания для миокарда, аорты и печени было 
признано воздействие гематоксилина в течение 
10 минут, а эозина – в течение 2 минут, при этом 
время воздействия дифференцирующего раство-
ра при регрессивном окрашивании (2 или 10 се-
кунд) определялось желаемым оттенком. В слу-
чае с селезенкой наилучшим протоколом было 
окрашивание гематоксилином в течение 5 минут 
и эозином в течение 2 минут, а при регрессивном 
окрашивании – воздействие дифференцирующе-
го раствора в течение 10 секунд. 

Заключение. Применение прогрессивно-
го гематоксилина при окраске тканей миокар-
да, аорты, печени и селезенки гематоксилином 
и эозином предпочтительнее и проще в сравне-
нии с регрессивным гематоксилином.

Ключевые слова: гематоксилин, эозин, ми-
окард, печень, селезенка.
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EnglishAbstract
Aim. To optimize hematoxylin and eosin stain-

ing protocol for heart, blood vessels, liver, and 
spleen. 

Methods. Heart (ventricles), abdominal aorta, 
liver (right lobe), and spleen (left part) of the Wis-
tar rats were excised, fixed in 10% neutral phos-
phate buffered formalin for 24 h, washed in tap 
water for 2 h, dehydrated in ascending ethanol se-
ries (70%, 80%, and 95%) and isopropanol, em-
bedded into paraffin and then sectioned (5 μm) us-
ing rotary microtome. For regressive staining, in-
cubation time in Harris hematoxylin was 5 or 10 
minutes, time of exposure to differentiation alco-
holic-aqueous eosin was 1 or 2 minutes. For pro-
gressive staining, incubation time in Carazzi’s he-
matoxylin and eosin was the same but the differen-
tiation solution was not utilized. 

Results. Progressive staining retained tissue in-
tegrity and accelerated staining protocol as com-
pared to regressive staining due to absence of expo-
sure to aggressive acid alcohol differentiation solu-
tion. The optimized protocol for heart, aorta and liv-
er, similar for regressive and progressive staining, 
included incubation in hematoxylin for 10 minutes 

and eosin for 2 minutes. Time of exposure to differ-
entiation solution (2 or 10 seconds) was defined by 
the desirable shade. For spleen, however, the opti-
mized protocol included staining in hematoxylin for 
5 minutes and eosin for 2 minutes, with 10 seconds 
in differentiation solution for regressive staining. 

Conclusion. Progressive hematoxylin is pref-
erable over regressive hematoxylin for staining of 
heart, aorta, liver, and spleen. 

Keywords: hematoxylin, eosin, heart, liver, 
spleen.
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Введение 
Наиболее распространенным видом окраши-

вания на протяжении всего времени развития 
гистологии является сочетанное окрашивание 
тканей основным красителем гематоксилином 
и кислым красителем эозином [1,2,3] Кроме то-
го, гематоксилин также используется для кон-
трастирования ядер при сочетании с другими 
красителями [1,4,5]. Гематоксилин получают 
из сердцевины кампешевого дерева (семейство 

бобовые), произрастающего в Центральной и 
Южной Америке, Африке и Азии [1]. Сам по 
себе гематоксилин бесцветен, однако при окис-
лении на воздухе в сочетании с протравой (как 
правило, алюминиевыми квасцами) он перехо-
дит в гематеин, имеющий красновато-коричне-
вый цвет [1]. 

Окрашивание гематоксилином можно ус-
ловно разделить на прогрессивное (при кото-
ром ткань постепенно окрашивается до опреде-
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ленного уровня) и регрессивное (при котором 
ткань преднамеренно перекрашивается с даль-
нейшим вымыванием излишнего окрашивания 
дифференцирующим раствором – как прави-
ло, 0,5% или 1% раствором соляной кислоты в 
70% этаноле) [6-9]. При регрессивном окраши-
вании наиболее широко применяется гематок-
силин Гарриса, в то время как для прогрессив-
ного окрашивания, как правило, используются 
доступные на российском рынке гематоксили-
ны Майера, Джилла и Карацци. Время окраши-
вания гематоксилином, как правило, составля-
ет от 5 до 15 минут, хотя некоторые источни-
ки указывают на возможность более быстрого 
окрашивания тканей гематоксилином Карацци 
[2]. Гематоксилин Гарриса по классическому 
протоколу изготовления содержит оксид ртути, 
и поэтому ввиду токсичности его заменяют на 
иодат калия или натрия [8,10]. 

Эозин (2,4,5,7-тетрабромфлюоресцеин) 
представляет собой синтетический краситель, 
окрашивающий цитоплазму и внеклеточные 
структуры ткани [6-9]. В зависимости от рас-
творителя выделяют спиртовой и водный рас-
творы эозина, имеющие различный pH; до-
статочно часто применяется также их концен-
трированная смесь, доступная на российском 
рынке и в дальнейшем разбавляемая бидистил-
лированной водой или 20-25% этанолом в зави-
симости от желаемого pH.

Результатом окрашивания гематоксилином 
и эозином является окрашивание ядер в цвета 
от фиолетового до синего (оттенок зависит от 
вида гематоксилина и длительности окраши-
вания), цитоплазмы и внеклеточного матрик-
са – в цвета от розового до красного (оттенок 
зависит от pH эозина и длительности окраши-
вания) [1-3,6-9]. Интенсивность окраски также 
может изменяться в зависимости от преоблада-
ния базофильных или ацидофильных структур 
в ткани, что обусловливает различную склон-
ность тканей к окрашиванию гематоксилином 
или эозином [1-3,6-9]. Стоит отметить, что 
стандартные протоколы окрашивания гематок-
силином и эозином предоставляются их произ-
водителями, однако они предназначены скорее 
для рутинной гистологической и патологоана-
томической работы, чем для научных публика-
ций, требующих окрашивания и микрофотогра-
фий максимально возможного качества. Данная 
проблема достаточно актуальна для более или 
менее всех видов тканей [11]; в последние го-
ды предпринимаются попытки усовершенство-

вать протокол окрашивания гематоксилином и 
эозином для трехмерных тканей (без предва-
рительной резки) [12], разработать алгоритмы 
для автоматизированного анализа воспалитель-
ных инфильтратов при окрашивании гематок-
силином и эозином [13], а также оптимизиро-
вать окрашивание гематоксилином и эозином 
для цифрового анализа [14, 15]. Таким обра-
зом, проблема стандартизации получения вы-
сококачественных изображений при окрашива-
нии гематоксилином и эозином представляется 
достаточно актуальной. Существует необходи-
мость подбора наиболее подходящего типа ге-
матоксилина для каждой ткани и времени окра-
шивания гематоксилином и эозином (а также, 
при необходимости, времени воздействия диф-
ференцирующего раствора), что приобретает 
особую актуальность на фоне постоянно уже-
сточающихся требований к качеству получае-
мых изображений. 

Цель исследования 
Оптимизировать протокол окрашивания ге-

матоксилином и эозином для тканей элементов 
системы кровообращения (миокард, аорта) и 
гепатолиенальной системы (печень, селезенка).

Материалы и методы
Для эксперимента использовали биоптаты 6 

самцов крыс линии Wistar (возраст 6 месяцев, 
масса тела 400-450 г): сердце (желудочки), аор-
та (брюшной отдел), печень (правая доля) и се-
лезенка (левая часть). Крысы содержались в 
одной и той же устланной опилками полипро-
пиленовой клетке при комнатной температуре, 
нормальной влажности воздуха и 12-часовом 
световом дне и имели неограниченный доступ 
к корму и воде. Мониторинг состояния крыс 
проводился ежедневно. Вывод крыс осущест-
влялся при помощи их помещения в герметич-
ную камеру с атмосферой, перенасыщенной 
углекислым газом. Исследование было одобре-
но локальным этическим комитетом Федераль-
ного государственного бюджетного научного 
учреждения «Научно-исследовательский ин-
ститут комплексных проблем сердечно-сосуди-
стых заболеваний» (номер протокола № 06234-
ЛБ). 

Органы фиксировали в 10% забуференном 
формалине (БиоВитрум, Россия) в течение 24 
часов, с одной сменой формалина через пер-
вые 4 часа. Далее производили вырезку необхо-
димого сегмента образца, укладывали его в ги-
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стологические кассеты и промывали под про-
точной водой в течение 2 часов. Образцы затем 
обезвоживали в этаноле возрастающей концен-
трации (70%, 80%, 95%) и 100% изопропаноле 
(1 час на каждую смену), пропитывали парафи-
ном (три смены по 1 часу, Paraplast REGULAR 
(Bulk), температура плавления 56°C, Leica, Гер-
мания) и далее заключали в парафин (1 час при 
комнатной температуре). После этого образцы 
помещали в холодильник при температуре +4°С 
на ночь и далее замораживали при температуре 
-20°С в течение суток. Резку парафиновых бло-
ков производили на ротационном микротоме 
Microm HM 325 (Thermo Scientific, США) равно-
мерно по всей длине (аорта) или толщине (мио- 
кард, печень, селезенка) образца; толщина сре-
зов составляла 5 мкм. Срезы были расправлены 
на водяной бане при температуре 52°С и перене-
сены на предметные стекла с поли-L-лизиновым 
покрытием (Thermo Scientific, США). В пилот-
ном эксперименте было приготовлено 3 партии 
тканей (одна партия на крысу) по 8 стекол для 
регрессивного окрашивания и 3 партии тканей 
по 4 стекла для прогрессивного окрашивания. 
В основном эксперименте было приготовлено 3 
партии тканей (одна партия на крысу) по 12 сте-
кол (8 для регрессивного окрашивания и 4 для 
прогрессивного окрашивания). На каждое стек-
ло помещалось от 6 до 12 срезов в зависимости 
от размера органа (миокард – 6 срезов, печень и 
селезенка – по 10 срезов, аорта – 12 срезов). По-
сле сушки на нагревательной плитке при 50°С 
образцы переносились в термостат для хранения 
при температуре 30°С.

 Для окрашивания использовали свежепри-
готовленные гематоксилины Гарриса и Карац-
ци (БиоВитрум, Россия), окрашивание произ-
водилось по следующему протоколу: 

• Депарафинизация в ксилоле, 3 раза по 5 
минут

• Отмывка в 95% этаноле, 3 раза по 5 ми-
нут

• Быстрая промывка в бидистиллирован-
ной воде

• Окрашивание гематоксилином Гарриса 
или Карацци (5 или 10 минут)

• Быстрая промывка в бидистиллирован-
ной воде

• Подсинение в водопроводной воде в те-
чение 5 минут

• Дифференцировка в 1% раствором HCl в 
70% этаноле (в случае с гематоксилином 
Гарриса, 2 или 10 секунд)

• Подсинение в водопроводной воде, 30 
минут

• Быстрая промывка в бидистиллирован-
ной воде

• Окрашивание 1% водно-спиртовым эо-
зином (1 или 2 минуты)

• Быстрая промывка в бидистиллирован-
ной воде

• Обезвоживание в этаноле (70%, 95%, 
95%) по 10 секунд

• Просветление в ксилоле, 3 минуты
• Заключение в монтирующую среду (Ви-

трогель, БиоВитрум) под покровное 
стекло. 

Готовые микропрепараты анализирова-
лись при помощи светового микроскопа (Axio 
Imager A1, Carl Zeiss, Германия) и объектива 
EC Plan-Neofluar 20x/0.50 M27 (Carl Zeiss, Гер-
мания) на увеличении x200. Результаты оцени-
вались тремя гистологами независимо друг от 
друга и в разное время.

Результаты и обсуждение
При регрессивном окрашивании миокарда 

было замечено, что изменение времени воздей-
ствия как гематоксилина, так и эозина не влия-
ло на качество окрашивания, однако увеличе-
ние времени воздействия дифференцирующего 
раствора до 10 секунд приводило к повышению 
контрастности ядер, осветляя цитоплазму и 
внеклеточный матрикс (рисунок 1а). При про-
грессивном окрашивании независимо от про-
токола ядра имели темно-синий цвет и хорошо 
визуализировались, в то время как цитоплаз-
ма кардиомиоцитов и внеклеточный матрикс 
при окрашивании эозином в течение 1 минуты 
имели светло-розовый цвет, а в течение 2 ми-
нут – темно-розовый цвет (рисунок 1б). При 
использовании прогрессивного гематоксилина 
качество окрашивания было в целом выше, чем 
при применении регрессивного гематоксилина 
– ткань миокарда характеризовалась более вы-
сокой целостностью и более сбалансированной 
окраской.

В случае с окрашиванием аорты регрессив-
ным гематоксилином воздействие гематоксили-
на в течение 10 минут, дифференцировка в тече-
ние 2 секунд и окрашивание эозином в течение 
1 минуты позволили достичь высокой контраст-
ности ядер (рисунок 2а). В случае воздействия 
дифференцирующего раствора в течение 10 се-
кунд и окрашивании эозином в течение 1 ми-
нуты средняя и внешняя оболочки аорты были 
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Рисунок 1. 

Сравнительное окра-
шивание миокарда 
крысы гематокси-
лином и эозином с 
различным време-
нем инкубации в ге-
матоксилине (5 или 
10 минут), эозине 
(1 или 2 минуты) и 
дифференцирующем 
растворе (2 или 10 
секунд). Увеличение 
x200.

Figure 1. 

Comparative staining 
of rat myocardium 
with hematoxylin and 
eosin with different 
incubation times in 
hematoxylin (5 or 10 
minutes), eosin (1 or 
2 minutes) and differ-
entiating solution (2 
or 10 seconds). x200 
magnification.

Рисунок 2. 

Сравнительное 
окрашивание аор-
ты крысы гематок-
силином и эозином 
с различным вре-
менем инкубации 
в гематоксилине (5 
или 10 минут), эози-
не (1 или 2 минуты) 
и дифференцирую-
щем растворе (2 или 
10 секунд). Увеличе-
ние x200.

Figure 2. 

Comparative stain-
ing of the rat aorta 
with hematoxylin and 
eosin with different 
incubation times in 
hematoxylin (5 or 10 
minutes), eosin (1 or 
2 minutes) and differ-
entiating solution (2 
or 10 seconds). X200 
magnification.
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окрашены относительно слабо (рисунок 2а). 
Увеличение времени инкубации в эозине до 2 
минут увеличивало контрастность цитоплазмы 
и внеклеточного матрикса, однако ядра в этом 
случае выглядели менее информативно, как и 
при окрашивании гематоксилином в течение 5 
минут независимо от протокола (рисунок 2а). 
При окрашивании аорты прогрессивным гема-
токсилином заметных различий при повышении 
времени воздействия как гематоксилина, так и 
эозина выявлено не было (рисунок 2б). Средняя 
оболочка аорты была окрашена в розовый цвет 
независимо от времени инкубации в эозине; по-
вышение времени воздействия гематоксилина 
оказывало лишь минимальное влияние на каче-
ство визуализации ядер (рисунок 2б).

Регрессивное окрашивание печени гематок-
силином Гарриса показало, что сочетанное уве-
личение времени воздействия гематоксилина и 
эозина приводило к оптимальному контрасти-
рованию ядер (рисунок 3а). Интенсивность 
окраски как ядер, так и цитоплазмы гепатоци-
тов несколько снижалась при увеличении вре-
мени инкубации в дифференцирующем рас-
творе (рисунок 3а). По аналогии с миокардом 
(рисунок 1) и аортой (рисунок 2) окрашива-
ние печени прогрессивным гематоксилином со-

храняло целостность ткани и увеличивало яр-
кость окрашивания в сравнении с использова-
нием регрессивного гематоксилина (рисунок 
3б). Независимо от протокола ядра имели тем-
но-фиолетовый цвет (рисунок 3б). Цитоплаз-
ма гепатоцитов была окрашена в светло-розо-
вый цвет при воздействии эозина в течение 1 
минуты (рисунок 3б), при увеличении времени 
окрашивания эозином до 2 минут цитоплазма 
становилась темнее (рисунок 3).

При окрашивании селезенки регрессивным 
гематоксилином было обнаружено, что увели-
чение времени воздействия гематоксилина при-
водило к эффекту слияния ядер вследствие их 
большой концентрации в фолликулах, в то вре-
мя как увеличение времени инкубации в эози-
не, напротив, улучшало контрастирование за 
счет повышения яркости цитоплазмы и вне-
клеточного матрикса (рисунок 4). Увеличение 
времени дифференцировки до 10 секунд в не-
которой степени снижало интенсивность окра-
шивания как базофильных, так и эозинофиль-
ных структур (рисунок 4а). Как и в случаях с 
предыдущими тканями (рисунки 1-3), качество 
окрашивания селезенки при использовании 
прогрессивного гематоксилина (рисунок 4б) 
было выше, чем при применении регрессивно-
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Рисунок 3. 

Сравнительное окра-
шивание печени 
крысы гематокси-
лином и эозином с 
различным време-
нем инкубации в ге-
матоксилине (5 или 
10 минут), эозине 
(1 или 2 минуты) и 
дифференцирующем 
растворе (2 или 10 
секунд). Увеличение 
x200.

Figure 3. 

Comparative staining 
of rat liver with hema-
toxylin and eosin with 
different incubation 
times in hematoxy-
lin (5 or 10 minutes), 
eosin (1 or 2 minutes) 
and differentiating 
solution (2 or 10 sec-
onds). X200 magnifi-
cation.
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го (рисунок 4а), хотя увеличение времени воз-
действия гематоксилина также в ряде случаев 
вызывало появление артефактов в виде эффек-
та слияния ядер (рисунок 4б).

Таким образом, наилучшим протоколом в 
случае как регрессивного, так и прогрессивно-
го окрашивания для миокарда, аорты и печени 
было признано воздействие гематоксилина в 
течение 10 минут, а эозина – в течение 2 минут, 
при этом время воздействия дифференцирую-
щего раствора при регрессивном окрашивании 
(2 или 10 секунд) определялось желаемым от-
тенком – в случае с 10 секундами осветлялись 
как ядра, так и цитоплазма с внеклеточным ма-
триксом. В случае с селезенкой вследствие ско-

пления ядер в фолликулах во избежание гисто-
логических артефактов рекомендуется приме-
нять окрашивание гематоксилином в течение 5 
минут и эозином в течение 2 минут, а при ре-
грессивном окрашивании – дифференцирую-
щий раствор в течение 10 секунд. 

Заключение
При сравнительном анализе результатов ре-

грессивного и прогрессивного окрашивания бы-
ло установлено, что прогрессивная схема окра-
шивания позволяет сохранить целостность ткани 
вследствие отсутствия агрессивного воздействия 
спиртового раствора HCl, а также повысить сте-
пень воспроизводимости окрашивания.

Рисунок 4. 

Сравнительное окра-
шивание селезен-
ки крысы гематок-
силином и эозином 
с различным вре-
менем инкубации 
в гематоксилине (5 
или 10 минут), эози-
не (1 или 2 минуты) 
и дифференцирую-
щем растворе (2 или 
10 секунд). Увеличе-
ние x200.

Figure 4. 

Comparative stain-
ing of rat spleen with 
hematoxylin and eo-
sin with different 
incubation times in 
hematoxylin (5 or 10 
minutes), eosin (1 or 
2 minutes) and differ-
entiating solution (2 
or 10 seconds). X200 
magnification.
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