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Для изучения селективного влияния тучных клеток на состояние специфического тканевого мик-
роокружения необходима детализация молекулярного состава их секретома и анализ путей дегрануляции. 
Разработанный метод сочетания иммуноморфологического и гистохимического протоколов окрашивания 
триптазы способствует более объективному определению интегрального уровня экспрессии специфиче-
ской протеазы в популяции тучных клеток кожи. Дополнительные возможности визуализации цитологи-
ческих характеристик и особенностей процессинга триптазы расширяют эффективность морфологическо-
го анализа как в норме, так и при патологии. 
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The paper presents a novel histochemical approach for evaluation of tryptase expression in the mast cell 
population. To study the selective effect of mast cells (MC) on the parameters of a specific tissue microenviron-
ment, it is necessary to detail the molecular composition of their secretome and analyze the pathways of degranu-
lation. The developed method for combined immunomorphological and histochemical tryptase staining protocols 
contributes to a more objective determination of the integral level of specific protease expression in the skin MC 
population. Extra visualization potentials of cytological features and specific aspects of tryptase processing expand 
efficiency of morphological analysis in both normal and pathological conditions. 
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Введение 

 
После открытия тучных клеток (ТК) 

Паулем Эрлихом в 1978 году они оказались 
под пристальным вниманием ученых различ-
ных областей биологии [9, 13]. Оценка коли-
чества ТК является важной характеристикой 
органоспецифичной популяции. Как правило, 
общая совокупность ТК в органе обладает дос-
таточной стабильностью, имеющей опреде-
ленные показатели, как в адаптивных, так и 
патологических состояниях. По данной при-
чине определение численности ТК в органе – 
хорошо зарекомендованный методический 
прием морфологического анализа. Наиболее 
известные и часто используемые методы де-
текции ТК основаны на метахроматических 

свойствах секретома [2, 3, 4]. Однако одной из 
проблем использования тиазиновых красите-
лей для детекции ТК является способность 
фиксирующих реагентов модифицировать 
полианионный характер секретома и тем са-
мым существенно ослаблять визуализируе-
мые проявления метахромазии [18]. После 
внедрения в морфологическую практику про-
токолов иммуногистохимии окрашивание 
триптазы стало наиболее успешным методом 
определения общего количества ТК в органе 
[6, 11, 12]. Методической основой для практи-
ческих выводов послужило сравнение эффек-
тивности выявления ТК на серийных срезах с 
помощью различных методик [8]. Следует 
принимать во внимание, что даже при таком 
подходе полученные данные гистохимическо-
го и иммуноморфологического анализов при 
количественном подсчете ТК обладают доста-
точной относительностью. При этом одновре-
менное выявление солокализации протеогли-
канов в цитоплазме ТК с триптаза-
позитивным компонентом секретома во время 
морфологического анализа представлялось 
методически невыполнимым. Однако для 
оценки биологии ТК в аспекте экспрессии 



Журнал анатомии и гистопатологии. 2020; 9(3) ◊ Journal of Anatomy and Histopathology. 2020; 9(3) 

95 

Таблица 1 
Содержание триптаза-позитивных клеток в популяции тучных клеток кожи крыс (в %) 

 

Характеристика группы Триптаза-негативные ТК с 
метахромазией 

Триптаза-позитивные ТК 
с метахромазией 

Контрольная 60.1±3.2 30.9±2.4* 
7-е сутки после нанесения раны 29.2±0.9 70.8±4.1* 

Примечание: * – p<0.05 по сравнению с контрольной группой. 
Таблица 2 

Содержание тучных клеток кожи крыс с различной экспрессией триптазы, в %  
(от общего числа триптаза-позитивных клеток) 

 

Количество триптаза-
позитивных гранул в ТК Контрольная группа 7-е сутки после нанесения раны 

Единичные 43.69±2.9 8.55±0.9* 
1/3 объема клетки 25.28±1.7 17.42±1.1* 
2/3 объема клетки 17.42±1.8 33.66±1.8* 

Полное заполнение цитоплазмы 14.24±1.2 38.03±2.9* 
Примечание: * – p<0.05 по сравнению с контрольной группой. 
 
специфических протеаз данная задача приоб-
ретает первостепенное значение, поскольку 
функциональная активность триптазы на-
прямую зависит от солокализации с гепари-
ном, а ее содержание в популяции отражает 
степень напряженности вектора развития 
различных адаптивных либо патологических 
процессов в специфическом тканевом микро-
окружении [7]. В статье представлены резуль-
таты оригинальной методики одновременного 
выявления протеогликанов и триптазы в сек-
ретоме ТК на микропрепаратах. 

 
Материал и методы исследования 

 
Исследована кожа крыс в области холки 

двух экспериментальных групп: интактной 
(n=6) и на 7-е сутки после нанесения раны 
(n=6). Материал фиксировали в 10% растворе 
нейтрального формалина в течение 48 часов, 
после чего образцы кожи заливали в парафин 
и готовили гистологические срезы толщиной 
2 мкм. Окрашивание микропрепаратов осу-
ществляли в два этапа. На первом этапе про-
водили иммуногистохимическую детекцию 
триптазы согласно стандартному подходу [10]. 
Для этого срезы депарафинировали и инку-
бировали с мышиными моноклональными 
антителами  (#ab2378, разведение 1:2000) в 
течение ночи. Затем наносили вторичные ан-
титела, коньюгированные с HRP (Goat anti-
Mouse IgG H&L, #AS-M1-HRP), которые выяв-
ляли реагентом ImmPACTTM DAB Peroxidase 
Substrat Kit (#SK-4105) согласно инструкции 
производителя. В результате при завершении 
первого этапа методики на микропрепаратах 
кожи визуализировались триптаза-
позитивные ТК, отдельно расположенные 
гранулы, либо фрагменты цитоплазмы. 

На втором этапе срезы докрашивали 
толуидиновым синим или раствором Май-
Грюнвальда по общепринятым протоколам 
[2]. Поскольку каждый из гистохимических 
красителей в той или иной степени контра-
стировал ядра клеток, гематоксилин не ис-
пользовали. После второго этапа пробоподго-

товки срезы обезвоживали и заключали в по-
стоянную монтажную среду. 

На полученных микропрепаратах кожи 
крыс проводили планиметрический анализ 
содержания ТК в расчете на мм2. Структуры, 
не содержащие ТК (волосяные фолликулы, 
просветы венул и др.), удаляли из площади 
анализируемой ткани. Среди ТК с метахрома-
зией подсчитывали численность триптаза-
негативных и триптаза-позитивных клеток. 
Последние в зависимости от количества трип-
таза-содержащих гранул подразделяли на не-
сколько групп: ТК с единичными гранулами; 
ТК с гранулами, занимающими 1/3, 2/3 либо 
весь объем цитоплазмы. В дальнейшем абсо-
лютные значения переводили в относитель-
ные для выражения в % доли пула ТК с раз-
личным содержанием триптазы. 

Срезы кожи изучали на микроскопе 
ZEISS Axio Imager.А2 с системой документи-
рования изображений, включающей цветную 
цифровую камеру Camera Axiocam 506 color. 
Полученные фотографии обрабатывали с по-
мощью программы ZEN 2.3 (Carl Zeiss, 
Germany). Поскольку полученный массив чи-
словых данных представлял собой нормаль-
ное распределение, для выявления достовер-
ности различий использовался t-критерий 
Стьюдента [5]. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Исследование кожи крыс контрольной 
группы показало, что в большинстве ТК с ме-
тахромазией триптаза не экспрессировалась 
(табл. 1, рис. 1В). В сетчатом слое дермы кожи 
ТК обладали гораздо большими размерами по 
сравнению с сосочковым слоем, в том числе 
объемом цитоплазмы, содержанием и вели-
чиной секреторных гранул. Экспрессия трип-
тазы в ТК сетчатого слоя дермы была более 
частой по сравнению с сосочковым слоем. 
Иногда ТК без триптазы и с ее экспрессией 
были тесно солокализованы друг с другом 
(рис. 4Б, 4В, 4Г). В некоторых локусах дермы 
кожи отмечались скопления триптаза-
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Рис. 1. Гистотопография тучных клеток кожи крыс. Фиксация – 10% нейтральный формалин. Иммуно-
гистохимическое окрашивание на триптазу тучных клеток c докрашиванием раствором Май-
Грюнвальда. Масштабный отрезок: А – 50 мкм, остальные – 5 мкм. Обозначения: В, З – группа кон-
троля, остальные – 7-е сутки после нанесения раны; А, Б – преобладание триптаза-позитивных туч-
ных клеток, часть из которых контактирует друг с другом (Б); В – превалирование тучных клеток 
без экспрессии триптазы; Г – контактирование с гранулярным лейкоцитом; Д – периваскулярная ло-
кализация триптаза-позитивной тучной клетки, контактирование с гранулоцитом; Е – тучные 
клетки с различным уровнем экспрессии триптазы находятся вблизи клеток фибробластического 
дифферона дермы кожи; Ж, З – тучные клетки с различным уровнем триптазы, прилегающие к ба-
зальной мембране эндотелиоцитов капилляра; И – тучная клетка солокализована с нейтрофильными 
гранулоцитами и фибробластом. 
 
позитивных клеток, но гораздо чаще коопера-
ции формировали ТК без протеазы (рис. 1В). 

Исследование кожи крыс на 7-е сут по-
сле нанесения раны показало, что вместе с 
увеличением общего количества ТК в струк-
туре популяции существенно возрастала чис-
ленность триптаза-позитивных клеток 

(табл. 1, рис. 1А, 1Б, 2Д, 2Е, 3Е, 4А, 4Д). Вместе 
с тем достоверно увеличивался интраграну-
лярный резерв триптазы (табл. 2, рис. 1Ж, 2Г, 
2Д, 2Е). В частности, в коже практически не 
выявлялись ТК с единичными гранулами, ко-
торые были доминирующими в контроле 
(табл. 2). Превалирующими, наоборот, стано-
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Рис. 2. Типы тучных клеток кожи крыс в зависимости от уровня экспрессии триптазы. Фиксация – 
10% нейтральный формалин. Иммуногистохимическое окрашивание на триптазу тучных клеток c 
докрашиванием раствором Май-Грюнвальда (А, В, Д) или толуидиновым синим (Б, Г, Е). Масштабный 
отрезок – 5 мкм. Обозначения: А, Б – контроль, В–Е – 7-е сутки после нанесения раны. Тучная клетка 
без триптазы (А), с единичными триптаза-позитивными гранулами (Б), с триптаза-содержащими 
гранулами, занимающими 1/3 (В), 2/3 (Г) и всю цитоплазму клетки (Д, Е). 
 
вились ТК, у которых цитоплазма представ-
лялась полностью заполнена триптаза-
позитивными гранулами (табл. 2, рис. 1А, 1Б, 
2Д, 2Е, 3Е). Таким образом, альтерация ткани 
при моделировании раны приводила к суще-
ственной активизации экспрессии триптазы 
как в отдельных ТК, так и на уровне всей ин-
траорганной популяции. 

Выяснение цитотопографических осо-
бенностей локализации триптазы в ТК вы-
явило несколько особенностей. Во-первых, 

количество триптаза-позитивных гранул в ТК 
могло существенно различаться – от единич-
ных до полного заполнения цитоплазмы 
(табл. 2, рис. 2). Очевидно, что в контрольной 
группе большинство иммунопозитивных ТК к 
триптазе содержали единичные гранулы с 
протеазой (табл. 2, рис. 2А, 2Б). Триптаза-
положительные гранулы могли локализовать-
ся в различных областях цитоплазмы, распо-
лагаясь как перинуклеарно, так и занимая пе-
риферическое положение (рис. 3А, 3Б, 3В, 3Г, 
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Рис. 3. Цитотопографические особенности секретома тучных клеток кожи спустя 7 суток после на-
несения раны. Фиксация – 10% нейтральный формалин. Иммуногистохимическое окрашивание на 
триптазу тучных клеток c докрашиванием толуидиновым синим (А) или раствором Май-Грюнвальда 
(Б–Ж). Масштабный отрезок – 5 мкм. Обозначения: А – тучная клетка с триптаза-негативными и 
триптаза-позитивными гранулами. А’ – то же при большем увеличении; триптаза окаймляет сек-
реторные гранулы по периферии, окружая метахроматическую субстанцию секретома в центре гра-
нулы, часть гранул не содержит триптазы и обладает выраженной метахромазией; Б – начальные 
этапы синтеза триптазы, которая занимает перинуклеарную область и не входит в состав секре-
торных гранул; В – единичные триптаза-позитивные гранулы находятся преимущественно в пери-
нуклеарной зоне цитоплазмы тучной клетки; Г – диффузное распределение триптаза-позитивных 
гранул в цитоплазме тучной клетки; Д – триптаза локализована преимущественно в центре клетки, 
визуализируется секреция гранул без протеазы; Е – высокое содержание триптазы в тучной клетке, 
экзоцитоз гранул во внеклеточный матрикс; Ж – периферическое расположение в цитоплазме тучной 
клетки  триптаза-позитивных гранул, часть из которых секретируется за пределы цитоплазмы. 
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3Д). Выявленные морфологические признаки 
могут быть рассмотрены в качестве этапов 
биогенеза триптазы и использованы для ин-
терпретации хронологии биосинтеза, по-
странсляционной модификации и секреции 
протеазы во внеклеточный матрикс. 

При рассмотрении деталей интраграну-
лярной упаковки триптазы следует отметить, 
что свойствами метахромазии в большей сте-
пени обладала центральная область гранулы. 
Молекулы триптазы локализовалась по пери-
ферии гранулы, окаймляя остальное содер-
жимое гранулы (рис. 3А, 4А). В то же время в 
ряде случаев становится очевидным метахро-
матичность гранулы и по периферии, под-
тверждая данные литературы о тесной связи 
триптазы с гепарином для формирования 
функциональной активности протеазы. Мож-
но считать определенной закономерностью 
снижение интенсивности феномена метахро-
мазии ТК после детекции триптазы, очевидно, 
в связи с определенными конформационны-
ми перестройками секретома при проведении 
иммуногистохимического протокола, прежде 
всего, во время использования тетрагидро-
хлорида диаминобензидина в качестве суб-
страта для пероксидазы хрена. При этом сте-
пень ослабления метахромазии прямо корре-
лирует с количеством триптаза-позитивных 
гранул в цитоплазме ТК (рис. 1Е, 1Ж, 2Д, 2Е, 
3Е, 4А, 4Д). 

Определение количества ТК в органах 
традиционно представляет особый фокус в 
фундаментальных исследованиях, поскольку 
данный показатель является базисом для соз-
дания интерпретационного поля полученных 
данных во время планиметрического анализа. 
С этой целью использовались различные ме-
тоды окрашивания с неодинаковым уровнем 
эффективности при детекции ТК [1, 3, 8, 11, 14, 
19]. Однако сравнения результативности вы-
явления ТК с помощью иммуноморфологиче-
ских и гистохимических методов на одном и 
том же гистологическом срезе не проводи-
лось. Данное обстоятельство делает очевид-
ным достаточную условность полученных ре-
зультатов идентификации ТК при раздельном 
окрашивании, поскольку триптаза-
позитивные ТК могли не обладать метахрома-
зией, также, как и ТК с метахромазией могли 
не содержать триптазы в секретоме. 

Использованный методический прием 
сочетания иммуноморфологического и гисто-
химического протоколов окрашивания позво-
ляет открыть новые особенности в структуре 
популяции ТК и цитотопографии триптазы в 
отдельных клетках. Становятся очевидными 
органоспецифичные особенности популяции 
ТК кожи крыс, в том числе достаточно низкий 
уровень экспрессии триптазы в обычных ус-
ловиях функционирования. В то же время, 
цитокины, хемокины, факторы роста и другие 
медиаторы паракринной регуляции специфи-

ческого тканевого микроокружения способны 
приводить к инициации транскрипционной 
активности генов триптазы и началу синтеза 
специфичных протеаз с дальнейшей по-
сттрансляционной модификацией в комплек-
се Гольджи и гранулах ТК [7, 16, 17]. 

В цитоплазме ТК триптаза-позитивные 
гранулы могут занимать различное положе-
ние. В некоторых случаях большинство гранул 
располагалось перинуклеарно. Интересно, что 
в таких клетках дегрануляция не сопровожда-
лась выведением триптазы в гранулах 
(рис. 3Д). Другие ТК активно осуществляют 
секрецию гранул во внеклеточный матрикс, 
часть из которых содержит триптазу (рис. 3Е, 
3Ж). Таким образом, очевидна возможность 
регуляции ТК селективной секреции трипта-
зы в строго определенный локус специфиче-
ского тканевого микроокружения, тогда как в 
другие локусы поступают иные компоненты 
секретома в тесном структурно-
функциональном комплексе с протеоглика-
нами (рис. 3Е, 3Ж). Особый интерес представ-
ляет возможность обмена триптазой между 
солокализованными ТК как в составе секре-
торных гранул различного размера, так и с 
помощью экзосом (рис. 4). 

Поскольку триптаза является префор-
мированным медиатором ТК, можно предпо-
ложить, что триптаза-негативные ТК пред-
ставлены юными клетками с незавершенной 
дифференцировкой к условиям конкретного 
специфического тканевого микроокружения. 
Однако, данная точка зрения может быть 
скомпрометирована ввиду больших размеров 
цитоплазмы некоторых ТК без триптазы, что 
свидетельствует о достаточной зрелости и 
функциональной активности. В частности, 
такие ТК могут содержать другие специфиче-
ские протеазы – химазу или карбоксипепти-
дазу А3. 

В результате проведенного исследова-
ния становится очевидным сохранение мета-
хромазии ТК после демаскировки, что под-
черкивает резистентность полианионных мо-
лекул гепарина и других гликозаминоглика-
нов к действию высоких температур. Данный 
факт открывает новые возможности в изуче-
нии биологии ТК кожи благодаря визуализа-
ции их солокализации с другими иммунопо-
зитивными структурами тканей, включая 
клетки и структуры внеклеточного матрикса 
соединительной ткани. Получаемые гистото-
пографические данные расположения мета-
хроматичных клеток в пределах реализации 
паракринных эффектов с другими иммунопо-
зитивными мишенями (кластерами диффе-
ренцировки, белками, цитокинами и др.) 
представляют собой весьма информативные 
сведения и могут выступать в некоторой сте-
пени аналогом множественного иммуномар-
кирования при анализе клеточного состава 
тканей. Однако в данном случае положитель-
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Рис. 4. Морфологические эквиваленты межклеточного сигналлинга в популяции тучных клеток кожи. 
Фиксация – 10% нейтральный формалин. Масштабный отрезок – 5 мкм. Иммуногистохимическое окра-
шивание на триптазу тучных клеток c докрашиванием раствором Май-Грюнвальда (А–Е) и толуидиновым 
синим (Ж). Группа контроля (Б–Г) и экспериментальная группа с нанесением раны (А, Д–Ж). Обозначе-
ния: А – контактирование тучных клеток с различным содержанием триптазы. Б–Ж – варианты солока-
лизации триптаза-позитивных тучных клеток. 
 
ным моментом является привычная для ис-
следователя визуализация микропрепарата 
без использования флуорохромов и соответст-
венно более удобная оценка изучаемых струк-
турных компонентов. 
 

Заключение 
 

В результате использования нового спо-
соба окрашивания становится возможным 
оценивать триптазный профиль в популяции 

тучных клеток кожи, что позволяет более объ-
ективно интерпретировать и характеризовать 
вовлеченность тучных клеток в течение адап-
тивных или патологических процессов. Воз-
растает объективность исследования биологи-
ческой активности триптазы при морфологи-
ческом исследовании в отношении ремодели-
рования соединительной ткани, регуляции 
воспаления, ангио-, онко- и иммуногенеза. 
Становится возможной визуализация биоге-
неза и секреторных путей триптазы тучных 
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клеток, цитотопографии гранул и их направ-
ленной миграции от ядра к плазматической 
мембране. С точки зрения гистотопографии 
для дальнейшей оценки и интерпретации во-
просов межклеточного сигналлинга в специ-
фическом тканевом микроокружении полезно 
учитывать частоту солокализации тучных 
клеток с гранулоцитами, лимфоцитами, мак-
рофагами, а также представителями фиброб-
ластического дифферона. Данная возмож-
ность открывает совершенно иные пути им-
мунотопографического анализа в гистологии, 
и является методологической основой, как 
для изучения механизмов иммуногенеза, так 
и ремоделирования внеклеточного матрикса 
соединительной ткани in vivo. 
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