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Резюме
Цель. Изучить возможности применения 

оригинального метода длительной постфикса-
ции тканей в тетраоксиде осмия и контрастиро-
вания уранилацетатом и цитратом свинца с по-
следующей заливкой в эпоксидную смолу для 
исследования гистологических и гистопатоло-
гических особенностей кровеносных сосудов. 

Материалы и методы. В качестве эталон-
ных объектов исследования были выбраны аор-
та крысы, полученная в результате каротид-
ной эндартерэктомии пораженная атероскле-
розом сонная артерия человека и полученный 
в результате тотальной хирургической коррек-
ции тетрады Фалло стент. После суточной фик-
сации в 10% забуференном формалине сосуды 
были контрастированы 2% тетраоксидом ос-
мия в течение 60 часов, дегидратированы по-
средством воздействия спиртов возрастающей 
концентрации (50, 60, 70, 80 и 95%-ный эта-
нол, 99,7% изопропанол, ацетон), пропитаны 
смесью ацетона с эпоксидной смолой Epon-
Araldite в соотношении 1:1 и заключены в вы-
шеуказанную эпоксидную смолу с последую-
щей шлифовкой и полировкой полимеризован-
ных эпоксидных блоков. Контрастирование 2% 
уранилацетатом осуществляли во время про-

водки в 95% этаноле, контрастирование цитра-
том свинца по Рейнольдсу выполняли путем 
нанесения на поверхность шлифованного об-
разца с последующей отмывкой. Далее прово-
дилось напыление эпоксидных блоков углеро-
дом и собственно визуализация образцов при 
помощи сканирующей электронной микроско-
пии в обратно-рассеянных электронах.

Результаты. Вышеописанная методика по-
зволила обеспечить сохранность гистоархитек-
тоники (интиму, медию, адвентицию и перива-
скулярную жировую ткань) и визуализировать 
с увеличением до пяти тысяч раз все основные 
структуры внутри сосудов (эндотелиальные клет-
ки, эластические волокна, слои гладкомышеч-
ных клеток, фибробласты, клетки периваскуляр-
ной жировой ткани, vasa vasorum, лимфоидные 
фолликулы). Кроме того, с ее помощью оказа-
лось возможным дифференцировать даже мало-
калиберные vasa vasorum от лимфоидных фол-
ликулов. Это существенно расширяет возмож-
ности визуализации в сравнении с классической 
заливкой в парафин, рутинным окрашиванием и 
световой микроскопией (позволяющей добиться 
увеличения не более чем в четыреста раз, что не 
позволяет провести количественный анализ vasa 
vasorum и лимфоидных фолликулов). Кроме то-
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EnglishAbstract
Aim. To study the technical possibility of em-

ploying the original technique of long-term osmium 
tetroxide postfixation and uranyl acetate/lead citrate 
counterstaining with the following embedding into 
epoxy resin for the investigation of histological and 
histopathological features of the blood vessels. 

Materials and Methods. The study was carried 
out on rat abdominal aorta, carotid atherosclerot-
ic plaque excised during endarterectomy, and stent 
excised during total surgical correction of Fallot’s 
tetralogy. After the 24-hour fixation in 10% neu-
tral phosphate buffered formalin, samples were 
stained with 2% osmium tetroxide for 60 hours, 
dehydrated in ascending ethanol series (50, 60, 70, 
80, and 95% ethanol, 99,7% isopropanol, acetone), 
impregnated into acetone : epoxy resin (Epon-Ar-
aldite, 1:1), and embedded into fresh epoxy res-
in with the following grinding and polishing of 
polymerised epoxy resin blocks. Counterstain-
ing with 2% uranyl acetate was performed during 
the incubation in 95% ethanol while counterstain-
ing with Reynolds’ lead citrate was conducted af-
ter the grinding. Samples were then sputter coated 
with carbon and were finally visualised by back-
scattered scanning electron microscopy.

Results. Our technique retained integrity of 
the blood vessels, preserving all vascular lay-
ers (intima, media, adventitia, and perivascu-
lar adipose tissue) and allowed visualisation 
of all vessel structures (endothelial cells, elas-
tic fibers, smooth muscle cell layers, fibroblasts, 
perivascular adipose tissue cells, vasa vasorum, 
and lymphoid follicles) at x5000 magnification. 
In addition, it was possible to differentiate even 
small caliber vasa vasorum from lymphoid folli-
cles. The developed technique considerably ex-
pands quality of visualization as compared to 
the conventional approach (paraffin embedding, 
routine histological staining, and light micros-
copy) with a limited magnification not permit-
ting quantitative analysis of vasa vasorum and 
lymphoid follicles. Further, it makes possible 
to analyse tissues containing metal implants or 
large amounts of calcified tissue without their 
disintegration.

Conclusions. Out technique may be suggested 
for the evaluation of physiological and pathologi-
cal neovascularisation and assessment of adventi-
tial and perivascular inflammation. 

Keywords: aorta, stents, epoxy resin, vasa va-
sorum, neovascularization. 

го, в отличие от стандартного подхода, данная ме-
тодика позволяет проводить полноценный анализ 
тканей, содержащих цельнометаллические им-
плантаты или массивные кальцификаты.

Заключение. Описанная методика может 
быть предложена для апробации в функцио-

нальных исследованиях по оценке физиологи-
ческой и патологической неоваскуляризации, 
а также активации воспаления в адвентиции и 
периваскулярной жировой ткани.

Ключевые слова: аорта, стенты, эпоксидная 
смола, vasa vasorum, неоваскуляризация.

Введение
Несмотря на существующее многообразие 

вариантов гистологического исследования тка-
ней (фиксация в формалине и заливка в пара-
фин с последующей резкой на микротоме, за-
ливка в криосреду и заморозка в жидком азоте 
с дальнейшей резкой на криотоме, резка неза-
фиксированных и незамороженных тканей на 
вибратоме), специфичного окрашивания раз-
личных компонентов тканей (рутинное гисто-
логическое окрашивание, иммуноокрашивание 
на основе мечения антител пероксидазой хре-
на, флюорофорами или коллоидным золотом, 
контрастирование уранилацетатом и цитратом 
свинца для электронной микроскопии) и мето-
дов визуализации тканей (световая микроско-
пия, эпифлюоресцентная микроскопия, кон-

фокальная микроскопия, атомно-силовая ми-
кроскопия, сканирующая и просвечивающая 
электронная микроскопия, включая криоэлек-
тронную микроскопию) [1-3], остается откры-
тым вопрос оптимального способа получения 
изображений для анализа тканей, содержащих 
цельнометаллические имплантаты и эктопиче-
ские кальцификаты, а также для анализа опре-
деленных гистопатологических феноменов 
(к примеру, неоваскуляризации или воспале-
ния внешней оболочки сосудов – адвентиции 
и периваскулярной (околососудистой) жировой 
ткани) [4].

Примерами тканей с металлическими им-
плантатами являются сосудистая ткань вокруг 
эксплантированных стентов или ткань вокруг 
имплантированных металлических пластин. 
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Так, для оценки биосовместимости сплавов ме-
таллов (наиболее распространенным из кото-
рых является активно применяемый для изго-
товления стентов никелид титана) необходима 
их предварительная имплантация лабораторным 
животным, результаты которой (общее состоя-
ние тканей вокруг имплантатов, выраженность 
воспаления, степень неоваскуляризации) в обя-
зательном порядке оцениваются гистологически 
[5, 6]. Однако ни стенты, ни пластины механиче-
ски не представляется возможным отделить от 
окружающих тканей без существенного наруше-
ния их целостности либо подвергнуть резке на 
микротоме, криотоме или вибратоме. Аналогич-
ная проблема заключается в обработке тканей с 
существенно затрудняющими резку эктопиче-
скими кальцификатами, декальцификация ко-
торых может привести к нарушению целостно-
сти окружающих тканей вследствие воздействия 
кислот и затруднить анализ фенотипа клеток во-
круг очагов кальцификации.

Другой актуальной проблемой в гистологии и 
патоморфологии является то, что классическое 
гистологическое или иммуногистохимическое 
окрашивание парафиновых срезов или криосре-
зов с последующей световой микроскопией, как 
правило, позволяют получать достаточно каче-
ственное изображение при увеличении не более 
чем до 400 раз, а иммунофлюоресцентное окра-
шивание даже при использовании конфокальной 
микроскопии – не более чем до 630 раз (даже в 
случае использования флагманских приборов 
существующих линеек микроскопов Carl Zeiss, 
Leica или Nikon). В то же время анализ таких 
структур, как vasa vasorum и лимфоидные фол-
ликулы адвентиции и периваскулярной жировой 
ткани, даже при таком увеличении существенно 
затруднен вследствие их малой размерности [7, 
8]. Решением данной проблемы могла бы стать 
просвечивающая электронная микроскопия, од-
нако она позволяет визуализировать лишь очень 
небольшую площадь исходного материала (уль-
тратонкие срезы толщиной до 500 нм), а пробо-
подготовка к ней технически непроста (затачи-
вание больших и малых пирамид в эпоксидной 
смоле вручную под микроскопическим контро-
лем при помощи микро/криотомного ножа, зата-
чивание стеклянных ножей для ультрамикрото-
ма, собственно ультрамикротомия и сбор срезов 
на медные сеточки, возможность плохого рас-
правления срезов) [9]. 

Также стоит отметить, что получение каче-
ственных изображений при помощи конфо-

кальной микроскопии и просвечивающей элек-
тронной микроскопии весьма трудоемко и вре-
мязатратно, вследствие чего данные методы не 
являются оптимальными для получения боль-
шого числа изображений с целью количествен-
ного анализа (а количество vasa vasorum и лим-
фоидных фолликулов в сосудах может идти на 
десятки и даже сотни в зависимости от калибра 
сосуда). Кроме того, в гистологическом анализе 
сосудов чрезвычайно важную роль играет во-
прос равномерности распределения сделанных 
срезов по всей длине сосуда (так называемая 
«серийность» срезов), что сложно выполнить 
посредством ультрамикротомии. Конфокаль-
ная микроскопия парафиновых или криосре-
зов лишена подобного недостатка, однако им-
мунофлюоресцентное окрашивание (даже при 
использовании лишь одного антитела) само по 
себе сопряжено с вариабельностью качества 
окрашивания разными антителами и пробле-
мой устранения фонового окрашивания («бэк-
граунда») [10]. Таким образом, более или ме-
нее все широко распространенные методы об-
работки, окрашивания и визуализации тканей 
сложно рассматривать как надежные для оцен-
ки неоваскуляризации и развития воспаления 
адвентиции и периваскулярной жировой тка-
ни, хотя на данный момент «золотым стандар-
том» для анализа vasa vasorum является окра-
шивание антителами к маркеру эндотелиаль-
ных клеток CD31 (позволяющее в сочетании с 
ядерным красителем 4′,6-диамидино-2-фени-
линдолом или гематоксилином дифференци-
ровать их от тромбоцитов) [11], а для исследо-
вания лимфоидных фолликулов адвентиции и 
периваскулярной жировой ткани – окрашива-
ние антителами к панлейкоцитарному маркеру 
CD45, маркеру T-лимфоцитов CD3 и маркеру 
B-лимфоцитов CD19 [12, 13]. 

Цель исследования
Разработка оригинального метода «полно-

го гистологического цикла» (обработка ткани – 
окрашивание – визуализация), который бы по-
зволял, с одной стороны, анализировать ткани 
с цельнометаллическими имплантатами без их 
извлечения, а с другой стороны, получать каче-
ственные изображения на относительно высо-
ком увеличении (несколько тысяч раз). 

Материалы и методы
В качестве эталонных объектов исследова-

ния были выбраны брюшная аорта крысы (два 
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самца линии Wistar возрастом 3 месяца с мас-
сой тела 300 г – через пять недель после вы-
полнения баллонной ангиопластики брюшной 
аорты и без оперативного вмешательства), по-
лученная в результате каротидной эндартерэк-
томии пораженная атеросклерозом сонная ар-
терия человека (мужчина 67 лет с гемодина-
мически значимой хронической ишемией го-
ловного мозга вследствие визуализированного 
при помощи ультразвукового исследования ка-
ротидного атеросклероза) и полученный в ре-
зультате тотальной хирургической коррекции 
тетрады Фалло стент (девочка, 3 месяца). У па-
циентов либо их ответственных представите-
лей предварительно было получено информи-
рованное согласие на участие в исследовании. 
Уход за лабораторными животными осущест-
влялся в соответствии с руководством по ухо-
ду и использованию лабораторных животных 
[14], вывод животных из эксперимента произ-
водился посредством передозировки углекис-
лого газа.

После суточной фиксации в двух сменах 
10% забуференного формалина (через каждые 
12 часов) сосуды были контрастированы 1% те-
траоксидом осмия в 0,1M фосфатном буфере 
(12 г/л NaH2PO4 и 36 г/л Na2HPO4*12H2O, pH 
7.4) в течение 12 часов, 2% тетраоксидом ос-
мия в указанном фосфатном буфере в течение 
48 часов, дегидратированы посредством воз-
действия спиртов возрастающей концентрации 
(50, 60, 70, 80 и 95%-ный этанол, 99,7% изопро-
панол, ацетон, все по две смены, каждая сме-
на по 15 минут), пропитаны смесью ацетона с 

эпоксидной смолой Epon-Araldite в соотноше-
нии 1:1 в течение 6 часов и заключены в выше-
указанную эпоксидную смолу с последующей 
шлифовкой и полировкой полимеризованных 
при 60°C эпоксидных блоков до собственно об-
разца. Контрастирование 2% уранилацетатом 
осуществляли во время проводки в 95% этано-
ле в течение 5 часов, контрастирование цитра-
том свинца по Рейнольдсу выполняли в течение 
7 минут путем нанесения на поверхность шли-
фованного образца с последующей отмывкой 
бидистиллированной водой. Далее проводи-
лось напыление эпоксидных блоков углеродом 
(10-15 нм, EM ACE200, Leica) и собственно ви-
зуализация образцов при помощи сканирую-
щей электронной микроскопии в обратно-рас-
сеянных электронах с напряжением 10 кВ (Hi-
tachi-S-3400N, Hitachi). 

Результаты и обсуждение
Визуализация стенки брюшной аорты крыс 

позволила успешно идентифицировать ядра эн-
дотелиальных клеток, имеющих классическую 
веретеновидную (вытянутую) форму, электрон-
но-плотные эластические волокна (практиче-
ски черного цвета), разграничивающие слои 
средней оболочки сосуда (медии) и отграничи-
вающие ее от внутренней оболочки (интимы) и 
внешней оболочки (адвентиции), и ядра гладко-
мышечных клеток продолговатой или округлой 
формы (рисунок 1). При этом структура кол-
лагеновых волокон адвентиции была легко от-
личима от эластических волокон медии и пери-
васкулярной жировой ткани (рисунок 1). Раз-

Рисунок 1. 

Визуализация сло-
ев стенки брюшной 
аорты крыс и диф-
ференцировка арте-
рии и сопутствующей 
вены

Figure 1. 

Transversal visualisa-
tion of the rat abdom-
inal aorta and clear 
distinction between 
artery and vein
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личное строение средней оболочки артерий и 
вен (последние характеризовались присутстви-
ем лишь наружной и внутренней эластической 
мембраны без множественных слоев эластиче-
ских волокон между ними, а также четко прокра-
шенными плазматическими мембранами гладко-
мышечных клеток полигональной формы) было 
четко визуализируемо и позволило дифференци-
ровать сосуды артериального и венозного типа 
(рисунок 1). Структура отдельных клеток (ядра 
и цитоплазма, а также плазматическая мембрана 
у некоторых типов клеток) была ясно видна на 
увеличении от 2500 до 5000 раз.

Высокое качество визуализации общей ми-
кроанатомии сосудистой стенки позволило 
продолжить анализ на уровне отдельных ана-
томических структур внутри самих артерий и 
вен и окружающей их периваскулярной жиро-
вой ткани – кровоснабжающих их vasa vaso-

rum и отвечающих за воспалительный ответ на 
повреждение сосудистой стенки лимфоидных 
фолликулов. Vasa vasorum в адвентиции и пе-
риваскулярной жировой ткани были определя-
емы и детально характеризуемы с увеличением 
до 5000 раз (рисунок 2). При этом вследствие 
малого калибра они могут не содержать эласти-
ческих волокон и состоять лишь из монослоя 
эндотелиальных клеток и базальной мембраны; 
кроме того, их можно было различить по эри-
троцитам в сосудистом просвете (рисунок 2). 
В то же время последнее было характерно и для 
питающих лимфоидные фолликулы централь-
ных капилляров, однако отличительной осо-
бенностью лимфоидных фолликулов было то, 
что они характеризовались скоплением ради-
ально расположенных вокруг капилляров кле-
ток, а также выраженной соединительноткан-
ной оболочкой (рисунок 2).

Рисунок 2. 

Визуализация vasa 
vasorum адвенти-
ции и лимфоидных 
фолликулов перива-
скулярной жировой 
ткани

Figure 2. 

Visualisation of ad-
ventitial vasa vaso-
rum and lymphoid 
follicles within the 
perivascular adipose 
tissue

Одним из вариантов анализа структу-
ры сосудов является приготовление en face-
препаратов (развертка) вместо классической 
циркулярной ориентации. Преимуществом 
такого способа является то, что он в случае 
необходимости позволяет визуализировать 
полную поверхность слоя интереса (эндо-
телий, медия, адвентиция, периваскулярная 
жировая ткань), при этом остальные слои 
не видны, поскольку расположены под сло-
ем интереса. Особенно такая методика при-
менима при анализе целостности эндотелия, 
поскольку при развертке сосуда верхним сло-
ем в зависимости от ориентации оказывается 

либо эндотелий, либо адвентиция/периваску-
лярная жировая ткань, что не требует допол-
нительных манипуляций с тканью. Разверт-
ка en face брюшной аорты крыс дала воз-
можность визуализировать монослой эндо-
телиальных клеток, а также (в местах более 
глубокой шлифовки) адвентицию, содержа-
щую множественные коллагеновые волокна, 
vasa vasorum с эритроцитами в сосудистом 
просвете и слоем формирующих сосуд эн-
дотелиальных клеток, а также фибробласто-
подобные клетки (рисунок 3). Кроме того, 
успешно визуализировалась и периваскуляр-
ная жировая ткань (рисунок 3).
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Помимо изучения нормальной микроанато-
мии тканей важным критерием полезности ме-
тода является его применимость для исследова-
ния феноменов, возникающих при различных 
патологиях. К примеру, применительно к атеро-
склерозу таковыми в том числе являются нео- 
васкуляризация, формирование пенистых кле-
ток и кальцификация. Анализ атеросклероти-
ческих бляшек показал высокую сохранность 
гистологических структур, также подвергшую-
ся активной неоваскуляризации, с четким раз-
делением неоинтимы и медии вследствие ка-
чественной визуализации эластических воло-
кон (рисунок 4). Новообразованные сосуды по 
своей структуре были схожими с vasa vasorum 

нормальных аорт крыс и в некоторых участках 
характеризовались диапедезом (очагами про-
никновения эритроцитов вглубь ткани из про-
света сосуда) (рисунок 4). Помимо сосудистых 
структур в неоинтиме визуализировалось зна-
чительное количество макрофагов, содержа-
щих липиды (пенистые клетки), причем их вид 
полностью совпадал с классической картиной 
просвечивающей электронной микроскопии; 
стоит отметить, что большая доля макрофа-
гов неоинтимы липиды не содержала (рисунок 
4). Анализ тканей вокруг очагов эктопической 
кальцификации в неоинтиме выявил их полную 
сохранность (рисунок 4). 

Рисунок 3. 

Послойная визуали-
зация брюшной аор-
ты крыс при ее раз-
вертке (en face-ори-
ентация)

Figure 2. 

Layer-by-layer 
visualisation of the 
rat abdominal aorta 
(en face analysis)

Рисунок 4. 

Визуализация пато-
логических феноме-
нов при атероскле-
розе (неоваскуляри-
зация, формирова-
ние пенистых клеток 
и кальцификация)

Figure 4. 

Visualisation of 
the atherosclerotic 
plaque 
(neovascularisation, 
foam cell formation, 
and calcification)
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Наконец, важным достоинством разрабо-
танного метода является то, что он позволяет 
визуализировать окружающую цельнометал-
лические имплантаты ткань. Широко приме-
няемым в клинической медицине примером 
таких тканей является окружающая стенты со-
судистая ткань, которая может частично оста-
ваться на стенте в случае необходимости его 
эксплантации. К примеру, при двухэтапной 
хирургической коррекции тетрады Фалло нео- 
васкуляризация тканей легочной артерии при 
извлечении стента может отражать темпы ее 
роста, необходимого для легочной перфузии 
[15]. Заключение подобного стента в эпоксид-

ную смолу по описываемой методике позво-
лило успешно визуализировать vasa vasorum, 
которые представляли собой сформирован-
ный эндотелиальными клетками сосуд окру-
глой формы с выраженным просветом, хотя 
их строение у детей несколько отличается от 
такового у взрослых (рисунок 5). Кроме того, 
отчетливо наблюдался сохранный эндотелий 
легочной артерии (рисунок 5). Как и в случае 
с массивными кальцификатами атеросклеро-
тической бляшки, ткани вокруг цельнометал-
лических стоек стента также были сохранны-
ми и представляли собой соединительноткан-
ную капсулу (рисунок 5).

Рисунок 5. 

Визуализация сосу-
дистой ткани вокруг 
стента (оценка нео- 
васкуляризации, эн-
дотелизации и ее це-
лостности)

Figure 5. 

Visualisation of 
the vascular tissue 
around the stent: 
assessment of 
neovascularisation, 
endothelialisation, 
and tissue integrity

Важно отметить, что, как и при стандартной 
гистологической резке, при которой вид распо-
лагаемых на стекле срезов зависит от особен-
ностей их распределения внутри ткани, вид по-
лучаемой по описываемой методике ткани су-
щественно зависит от глубины шлифовки. В то 
же время это в принципе дает возможность ма-
невра при постепенном шлифовании образца, в 
то время как при серийной резке (микротомном 
аналоге постепенного шлифования, заключа-
ющемся в равномерном распределении срезов 
по всей толщине блока по стеклу) материал те-
ряется необратимо и гистологическое решение 
нужно принимать мгновенно.

Заключение
Разработанный оригинальный метод «пол-

ного гистологического цикла» (обработка тка-
ни – окрашивание – визуализация) позволяет 

получать достаточно качественные изображе-
ния нормальных (на примере брюшной аорты 
крысы) или патологически измененных тка-
ней (на примере атеросклеротической бляшки). 
Практическим применением его в лаборатор-
ной практике может быть анализ эндотелиза-
ции (либо целостности эндотелия), неоваскуля-
ризации или формирования новой отвечающей 
за иммунный ответ ткани; кроме того, данный 
метод в принципе позволяет проводить общий 
гистологический анализ тканей, содержащих 
цельнометаллический имплантат или массив-
ный эктопический кальцификат, без их извле-
чения и повреждения ткани. 
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