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Среди современных методов, применяемых
для изучения клеток и тканей под микроскопом,
иммуногистохимическое окрашивание с помо�
щью флуоресцентных маркеров – один из наибо�
лее популярных, чувствительных и надежных.
При этом использование лазерных сканирующих
конфокальных микроскопов (ЛСКМ) позволяет
увеличить разрешение, исследовать препараты
толщиной до 200 мкм, провести трехмерную ре�
конструкцию объектов исследования (Pawley,
2006; Штейн, 2007). Важная особенность ЛСКМ –
возможность зарегистрировать спектры испуска�
ния в маркированных структурах и, сравнив их со
спектрами испускания используемого флуорес�
центного маркера, исключить все структуры с не�
специфическим свечением (Matsumoto, 2002;
Pawley, 2006). В настоящее время с помощью
ЛСКМ в клинической практике выявляют от�
дельных инфекционных возбудителей (Hau et al.,
2010; Fritzsche et al., 2012). Ранее метод ЛСКМ ис�
пользовался для анализа Mycobacterium tuberculosis
(МБТ) в слюне и в исследованиях in vitro (Patino
et al., 2008; Deb et al., 2009). В фтизиатрической
практике иммунофлуоресцентное окрашивание
МБТ на гистологических срезах в сочетании с
ЛСКМ до настоящего времени не применялось. 

Цель исследования – разработать методиче�
ские подходы и апробировать возможности при�

менения ЛКСМ для иммуногистохимического
выявления МБТ в легочной ткани.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материал легкого был получен от девяти паци�
ентов с туберкуломами, диагноз был подтвержден
бактериологическими методами (окрашивание
мокроты методом Циля–Нильсена и Bactec�ана�
лиз). Кусочки ткани фиксировали в 4%�ном пара�
формальдегиде (Sigma, США) в 10 мМ солевом
фосфатном буфере (PBS), pH 7.4, в течение 1 сут
при 10°С, промывали 3 раза по 30 мин в PBS, про�
питывали 2 ч в 30%�ном растворе сахарозы для
криопротекции, заключали в среду “Jung tissue�
freezing medium” и получали срезы толщиной 50–
60 мкм на криостате CM1900 (Leica, Германия).
Далее обрабатывали свободноплавающие срезы.

Для получения поликлональных антител кро�
лика иммунизировали суспензией облученных
M. tuberculosis штамма H37Rv в адъюванте Фрейн�
да. Полученную сыворотку аффинно очищали
хроматографией на сорбенте Separose CL6B с ко�
валентно�связанными антигенами подвергнув�
шихся ультразвуковой обработке M. tuberculosis
H37Rv. Кроссреакцию аффинно�изолированных
иммуноглобулинов подавляли адсорбцией на
аналогичном сорбенте с антигенами Mycobacteri�
um fortuitum. Иммуноглобулины концентрирова�
ли ультрафильтрацией и хранили при –20°C. 
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Предложен простой и надежный метод выявления Mycobacterium tuberculosis (MБT) в гистологиче�
ских препаратах легочной ткани больных туберкулезом с использованием полученных нами поли�
клональных антител против MБT и лазерной сканирующей конфокальной микроскопии. С помо�
щью этого метода выявлены как колонии, так и одиночные MБT, локализованные внутри� и вне�
клеточно в очагах казеозного некроза и в перифокальной области. Отмечено, что автоматический
захват изображений больших объемов ткани (до 2 × 2 × 0.1 мм) с последующей сшивкой в одно трех�
мерное изображение предоставляет возможность провести автоматизированный поиск и подсчет
MБT в ткани. Установлено, что регистрация спектров испускания позволяет отфильтровать специ�
фический сигнал от неспецифической флуоресценции в препаратах.
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Изначально подбирали наилучший способ де�
маскирования антигена. Тестировали следующие
растворы для демаскирования: 1%�ный sodium
dodecyl sulfate (SDS), смесь 1%�ного SDS и 50%�
ного метанола, 50%�ный метанол, 70%�ный мета�
нол в PBS. Срезы инкубировались 1 ч при ком�
натной температуре, затем отмывались в PBS.
Наилучшие результаты были получены после об�
работки метанолом: срезы инкубировали в рас�
творе метанола в PBS, сначала повышая, а затем
понижая концентрацию метанола (30–50–70–
50–30%), по 10 мин при комнатной температуре и
отмывали в PBS 3 раза по 10 мин. Срезы инкуби�
ровали в растворе первичных антител (разведен�
ных 1 : 200 от изначальной концентрации в PBS с
1%�ным Triton X�100 (PBS�TX) и 0.25%�ным bo�
vine serum albumin (BSA)) в течение 1 сут при
10°C, отмывали в PBS�TX 3 раза по 10 мин и ин�
кубировали в растворе goat�anti�rabbit�Alexa�488
или goat anti�rabbit�Alexa�555 IgG (каталожные
номера A�11008 и A�21428 соответственно) (Mo�
lecular Probes, США). Затем срезы промывали
3 раза по 10 мин в PBS и заключали в 80%�ный
глицерин или TDE (1,1�Dichloro�2,2�bis(4�chlo�
rophenyl)ethane) (Sigma). В ряде случаев в зали�
вочную среду добавляли 3 мкг/мл DAPI (4',6�dia�
midino�2�phenylindole; D�1306) (Molecular Probes)
для маркирования клеточных ядер. Контроль
включал в себя приготовление препаратов по вы�
шеописанной схеме, но без первичных антител,
которые заменяли на соответствующее количе�
ство нормальной кроличьей сыворотки. При этом
полностью исчезало специфическое свечение.
Использование двух разных вторичных антител,
конъюгированных Alexa�488 и Alexa�555, давало
идентичные результаты.

Препараты изучали под лазерным сканирую�
щим микроскопом TCS SPE (Leica), оборудован�
ным соответствующим набором возбуждающих
лазеров и фильтров. Полученные стопки оптиче�
ских срезов записывали в компьютер и строили
трехмерные изображения, которые анализирова�
ли с помощью программных пакетов Leica LAS
AF и Imaris (Bitplane, Швейцария). Для иллю�
страций создавали плоскую проекцию с увели�
ченной глубиной фокуса (full focus), после чего
импортировали это изображение в программу
Adobe PhotoShop (США). В полученных изобра�
жениях модифицировали только яркость и кон�
траст. Все флуоресцентные изображения были
представлены в виде негативов. Спектры флуо�
ресценции объектов анализа сравнивали со спек�
тром флуорохрома Alexa�488 (https://www.lifetech�
nologies.com/ru/ru/home/life�science/cell�analysis/
labeling�chemistry/fluorescence�spectraviewer.html).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенное иммуногистохимическое иссле�
дование с использованием поликлональных ан�
тител и ЛСКМ выявило колонии MБT во всех
изученных образцах, полученных от больных ту�
беркулезом легких. После иммуногистохимиче�
ского окрашивания каждый образец был проана�
лизирован по схеме, позволившей максимально
задействовать возможности современной конфо�
кальной микроскопии для выявления и характе�
ристики колоний MБT. Для этого сначала при
среднем увеличении микроскопа с использова�
нием техники автоматической сшивки соседних
изображений получали обзорный снимок боль�
шого участка ткани площадью до 50 мм2. После
этого определяли на нем различные зоны тубер�
кулузного воспаления (область казеозного некро�
за и перифокальную область) (рис. 1а). Затем
микроскопическое исследование при максималь�
но возможном оптическом разрешении проводи�
ли в обеих зонах. В обеих этих областях были вы�
явлены как одиночные бактерии, так и колонии
МБТ (рис. 1б, в).

Двухмерный анализ в проекции xy показал,
что в зоне казеозного некроза МБТ выявляются в
виде фрагментов, одиночных бактерий, их скоп�
лений и сформированных колоний. Наиболее ча�
сто выявляются фрагменты МБТ размером до 0.5
мкм и одиночные бактерии палочковидной фор�
мы без формирования крупных скоплений или
колоний (рис. 1б).

В перифокальной области преобладают отно�
сительно крупные скопления МБТ, в которых
бактерии сохраняют палочковидную форму и
имеют размеры до 1 мкм. Среди скоплений также
выявляются характерные колонии в виде цепочек
(рис. 1в).

Трехмерная реконструкция скоплений МБТ
показала, что в составе скоплений бактерии
округлые или палочковидные и формируют це�
почки, располагающиеся по отношению одна к
другой под разными углами (рис. 2а–в).

Спектры испускания структур, морфологиче�
ски схожих с одиночными МБТ и их колониями,
полностью соответствовали спектрам испускания
флуорохрома, использованного для иммунофлуо�
ресцентного окрашивания (рис. 2г), что также
подтверждает специфичность иммуногистохими�
ческого маркирования МБТ.

Одна из важнейших задач фтизиатрии – на�
дежная идентификация МБТ у больных с подо�
зрением на туберкулез и при проведении диффе�
ренциальной диагностики. Между тем основная
методика окраски МБТ для их микроскопическо�
го выявления не изменилась с того времени, ко�
гда Ф. Цилем и Ф.К.А. Нильсеном был разрабо�
тан метод окраски микроорганизмов для выявле�
ния кислотоустойчивых микобактерий (Marks,
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1974; Fodor, 1984). Однако окраска методом Ци�
ля–Нильсена не специфична для туберкулезных
микобактерий и вызывает окрашивание и других
кислотоустойчивых микроорганизмов (Muller,
Taylor, 1972; Henriksen, Pohlenz, 1981). С учетом
того что размеры одиночных микобактерий нахо�
дятся на пределе оптического разрешения микро�
скопа, велика вероятность не идентифицировать
их в ткани при низкой плотности распределения. 

В последнее десятилетие разрабатываются им�
муногистохимические подходы для выявления
МБТ в легочной ткани как для проведения диф�
ференциальной диагностики, так и для научных

исследований. Наиболее часто используется па�
рафиновая заливка материала, получаются гисто�
логические срезы стандартной толщины и прово�
дится гистохимическое маркирование вторых ан�
тител (Ulrichs et al., 2005; Эллиниди и др., 2007;
Двораковская и др., 2014; Karimi et al., 2014). 

Нами предложен методический подход, позво�
ляющий достаточно быстро и с высокой степе�
нью чувствительности выявить возбудитель в
операционном материале ткани легких, получен�
ном от больных туберкулезом. Использованный
метод фиксации и иммуногистохимического
окрашивания позволяет провести анализ опера�

(a)

(б) (в)

12

Рис. 1. Иммуногистохимическое выявление Mycobacterium tuberculosis (МБТ) в ткани легкого у больных туберкулезом.
а – обзорный снимок среза легочной ткани (объектив 4×, сшивка 20 промежуточных изображений). 1 и 2 – соответ�
ственно участки казеозного некроза и перифокальной области, в которых проводился дальнейший поиск и анализ
МБТ. б – участок казеозного некроза (объектив 60×, проекция из 12 оптических срезов) с фрагментами, одиночными
МБТ и их отдельным скоплением (стрелка). в – перифокальная область (объектив 60×, проекция из 14 оптических
срезов) с фрагментами, одиночными МБТ и их скоплениями в виде цепочек и большой колонией (стрелка). На врезке
показана характерная колония в виде цепочки. Масштабные линейки: а – 1 мм; б, в – 5 мкм.
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ционного материала в течение нескольких часов,
а также допускает длительную криоконсервацию
биологического материала.

Возможности ЛСКМ позволяют получить об�
зорную топографию всего среза и прицельно за�
дать область дальнейшего анализа для выявления
МБТ. Использование значительно более толстых
(50–200 мкм), чем для стандартной иммуногисто�
химии (3–5 мкм), гистологических срезов в соче�
тании с высокой разрешающей способностью
микроскопа позволяет выявить не только круп�
ные скопления МБТ, но и одиночные бактерии, а
также их фрагменты.

Проведение трехмерной реконструкции предо�
ставляет дополнительную информацию о топогра�
фии, размерах и структуре колоний и одиночных
скоплений МБТ в различных зонах туберкулезно�

го воспаления. Преимущество ЛСКМ перед ши�
рокопольной иммунофлуоресцентной микроско�
пией – возможность подтвердить специфичность
выявления МБТ на гистологических срезах по
спектрам флуоресценции вторичных антител и
исключить из анализа неспецифическую ауто�
флуоресценцию, что значительно повышает точ�
ность диагностики.

Метод иммуногистохимического выявления
МБТ с использованием поликлональных антител
против МБТ в сочетании с флуоресцентными
маркерами и ЛСКМ значительно повышает воз�
можности для выявления и изучения МБТ в ле�
гочной ткани. Мы считаем, что этот метод наибо�
лее адекватен при проведении дифференциаль�
ной диагностики туберкулеза органов дыхания на
гистологических срезах.

(a) (б)

(в) (г)
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Рис. 2. Иммуногистохимическое выявление Mycobacterium tuberculosis (МБТ) в ткани легкого у больных туберкулезом,
окрашивание с использованием флуоресцентного маркера Alexa�488. а–в – скопление МБТ, три ортогональные про�
екции (xy, yz, xz соответственно) после трехмерной реконструкции (объектив 60×, 24 оптических среза), масштабная
линейка –5 мкм. Хорошо различимы отдельные бактерии, их форма и размеры. г – спектр испускания данной коло�
нии (1), точно соответствующий спектру испускания использованного флуоресцентного маркера Alexa�488 (2). 
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Предложен простой и надежный метод выявления Mycobacterium tuberculosis (MБT) в гистологиче�
ских препаратах легочной ткани больных туберкулезом с использованием полученных нами поли�
клональных антител против MБT и лазерной сканирующей конфокальной микроскопии. С помо�
щью этого метода выявлены как колонии, так и одиночные MБT, локализованные внутри� и вне�
клеточно в очагах казеозного некроза и в перифокальной области. Отмечено, что автоматический
захват изображений больших объемов ткани (до 2 × 2 × 0.1 мм) с последующей сшивкой в одно трех�
мерное изображение предоставляет возможность провести автоматизированный поиск и подсчет
MБT в ткани. Установлено, что регистрация спектров испускания позволяет отфильтровать специ�
фический сигнал от неспецифической флуоресценции в препаратах.
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