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Цель исследования — разработка новой технологии выявления амилоида в тканях человека, основанной на использовании 
флуоресцентного красителя — динатриевой соли 2,7-(1-амино-4-сульфо-2-нафтилазо)флуорена (ДСНАФ).

Материалы и методы. Синтез ДСНАФ осуществляли путем диазотирования 2,7-диаминофлуорена в токе аргона с последую-
щим азосочетанием с нафтионовой кислотой. Идентификацию ДСНАФ проводили при помощи масс-спектрометрии MALDI. Мате-
риалом для гистохимического исследования служили образцы миокарда мужчин и женщин (n=11) в возрасте от 85 до 98 лет. Па-
рафиновые срезы миокарда окрашивали 0,1%-м водным раствором Конго красного или водным раствором (0,1%-й или 0,034%-й) 
ДСНАФ при одинаковых условиях.

Результаты. Впервые показано, что синтезированный на основе флуорена аналог Конго красного может быть успешно 
использован для выявления амилоидных скоплений на гистологических срезах миокарда человека. По специфичности и интен-
сивности окрашивания амилоида ДСНАФ сопоставим с Конго красным, который считается «золотым стандартом» выявления 
амилоида. Интенсивность флуоресценции ДСНАФ при связывании с амилоидными фибриллами существенно выше интенсив-
ности флуоресценции Конго красного (при меньшей интенсивности фоновой флуоресценции мышечной ткани сердца). Это осо-
бенно важно для идентификации малых скоплений амилоида в тканях человека, что актуально при исследовании биопсийного 
материала.

Заключение. Разработанная технология выявления амилоида может служить новым перспективным методом идентификации 
амилоидных скоплений в тканях человека.
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The aim of the study was to develop a new technology for the detection of amyloid in human tissues based on the fluorescent dye, 
disodium salt of 2,7-(1-amino-4-sulfo-2-naphthylazo)fluorene (DSNAF).

Materials and Methods. Synthesis of DSNAF was performed by diazotization of 2,7-diaminofluorene in a stream of argon followed 
by azo coupling with naphthionic acid. Identification of DSNAF was performed using MALDI mass spectrometry. Human myocardial 
samples from males and females aged from 85 to 98 years (n=11) were the material for the histochemical study. Myocardial paraffin 
sections were stained with a 0.1% aqueous solution of Congo red or with an aqueous solution (0.1 or 0.034%) of DSNAF under the same 
conditions.

Results. It has been demonstrated for the first time that a new fluorene-based analogue of Congo red, DSNAF, can be successfully 
used to identify amyloid deposits in histological sections of human myocardium. In terms of the specificity and intensity of amyloid staining, 
DSNAF is comparable to Congo red, which is the gold standard for detecting amyloid deposits. The fluorescence intensity of DSNAF 
when binding to amyloid fibrils is significantly higher than the intensity of Congo red fluorescence (with a lower intensity of background 
fluorescence of heart muscle tissue). This is especially useful for identifying small deposits of amyloid in the human tissues which is 
important when using small biopsies.

Conclusion. The advantages of using DSNAF allow us to consider the developed technology for the detection of amyloid as a new 
promising method of identifying amyloid deposits in human tissues.

Key words: amyloid; disodium salt of 2,7-(1-amino-4-sulfo-2-naphthylazo)fluorene; Congo red; fluorescence microscopy; amyloidosis; 
human myocardium.
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Введение

Амилоидозы — группа конформационных забо-
леваний, общий признак которых — отложение в ор-
ганах и тканях особого вещества, получившего на-
звание «амилоид» [1]. Амилоид представляет собой 
сложное образование. Его главным компонентом яв-
ляются агрегированные в виде фибрилл белки. В на-
стоящее время известно 36 белков человека, форми-
рующих амилоид и, соответственно, 36 амилоидозов 
[2]. Некоторые амилоидозы сопровождаются пораже-
нием сердца — амилоидной кардиомиопатией [3–6]. 
В этом случае интерстициальные отложения амило-
ида могут находиться в миокарде предсердий и же-
лудочков сердца, синусном и атриовентрикулярном 
узлах, ножках пучка Гиса, средней и наружной оболоч-
ках интрамуральных коронарных артерий и вен [7, 8]. 
Отсутствие строго специфичных симптомов затрудня-
ет диагностику амилоидоза сердца, поэтому в случае 
подозрений на наличие амилоидной кардиомиопатии 
по данным неинвазивных методов диагностики реко-
мендовано проведение эндомиокардиальной биопсии 
с последующим гистохимическим анализом образцов 
[4, 8]. Широко используемыми гистохимическими ме-
тодами идентификации амилоида являются окраска 
Конго красным и тиофлавином Т [9–11]. Однако дан-
ные методы имеют ряд недостатков, наличие кото-
рых усложняет верификацию амилоидных скоплений 
в био птатах и секционном материале [12]. В связи с 
этим поиск новых красителей для эффективной иден-
тификации амилоида в тканях человека остается ак-
туальной задачей.

Одним из подходов к повышению эффективности 
детекции амилоида является использование анало-
гов Конго красного и тиофлавина Т [13]. Нами было 
показано, что один из аналогов Конго красного, синте-
зированный на основе флуорена — динатриевая 
соль 2,7-(1-амино-4-сульфо-2-нафтилазо)флу орена 
(ДСНАФ), — может успешно применяться для иден-
тификации амилоидных депозитов в тканях лабора-
торных млекопитающих [14–16]. Открытым остается 
вопрос о возможности применения данного красителя 
для идентификации амилоида в тканях человека. 

Цель исследования — разработка новой техноло-
гии выявления амилоида в тканях человека, основан-
ной на использовании флуоресцентного красителя — 
2,7-(1-амино-4-сульфо-2-нафтилазо)флуорена.

Материалы и методы
Синтез и идентификация ДСНАФ. Синтез 

ДСНАФ осуществляли путем диазотирования 
2,7-диаминофлуо рена (1 молярный эквивалент) в токе 
аргона с последующим азосочетанием с нафтионовой 
кислотой (2 молярных эквивалента). Продукт реакции 
осаждали в кислой среде хлоридом натрия. Очистку 
выполняли методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии  на обращенно-фазовой колонке в гра-

диенте ацетонитрила на приборе BioLogic Duo Flow 
(Bio-Rad Laboratories, Inc., США). Продукт подвергали 
лиофилизации. 

Идентификацию ДСНАФ проводили при помощи 
масс-спектрометрии MALDI на приборе UltrafleXtreme 
MALDI TOF/TOF (Bruker Daltonics, Германия) с при-
менением HCCA-матрицы. Спектры получали при 
воздействии ультрафиолетового лазера с частотой 
1000 Гц и мощностью 30–40%, при 1500–2500 лазер-
ных импульсах, в рефлекторном режиме, в диапазо-
не m/z (отношение массы иона к его заряду) от 400 
до 1000 Да. Точность измерения масс ионов в диа-
пазоне m/z 650–750 Да (область протонированных и 
катионированных молекул) — не хуже 3–5 ppm.

На рис. 1 приведены структурные формулы моле-
кул Конго красного и ДСНАФ.

Гистохимическое исследование. Материалом 
для гистохимического исследования служили образ-
цы миокарда мужчин и женщин (n=11) в возрасте от 
85 до 98 лет из архива лаборатории функциональной 
морфологии центральной и периферической нервной 
системы Института экспериментальной медицины 
и архива судебно-гистологического отделения Бюро 
судебно-медицинской экспертизы Ленинградской об-
ласти. Исследование проведено в полном соответст-
вии с этическими нормами (заключение Этического 
комитета Института экспериментальной медицины). 
Образцы были фиксированы в 10% забуференном 
формалине, который применяется как стандарт при 
проведении патологоанатомического исследования 
[17], и залиты в парафин по стандартной методи-
ке. С парафиновых блоков делали срезы толщиной 
5 мкм. Срезы депарафинировали в ксилолах и реги-
дратировали в спиртах нисходящей концентрации, 
наносили на них раствор гематоксилина Эрлиха и 
инкубировали при комнатной температуре в тече-
ние 1 мин. После окончания инкубации краситель 
удаляли со срезов, споласкивали препараты в ди-
стиллированной воде, а затем — в аммиачной воде 

а

б

Рис. 1. Структура молекулы Конго красного (а)  
и 2,7-(1-амино-4-сульфо-2-нафтилазо)флуорена — 
ДСНАФ (б)
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Рис. 2. Масс-спектры (область протонированных и 
катионированных молекул) Конго красного (верхний 
спектр) и ДСНАФ (нижний спектр)
По оси абсцисс — отношение массы к заряду ионов (m/z, 
Да), по оси ординат — интенсивность пиков (усл. ед.). 
Указан состав основных ионов

(для «отсинения» гематоксилина), далее промывали 
в дистиллированной воде в течение 5 мин при по-
стоянном помешивании. Потом на срезы наносили 
необходимое количество красителя, в качестве кото-
рого применяли 0,1% водный раствор Конго красного 
(Sigma-Aldrich, США) либо водный раствор 0,1% или 
0,034% ДСНАФ, помещали препараты во влажные ка-
меры и инкубировали 30 мин при температуре 27°С. 
Затем краситель удаляли со срезов и промывали 
препараты в двух сменах дистиллированной воды 
(по 10 мин каждая). После отмывки в воде срезы за-
ключали в водорастворимую среду Ultramount или 
Fluorescence Mounting Medium (Dako, Дания).

На способ окраски парафиновых срезов тканей 
раствором ДСНАФ для визуализации амилоида с 
применением флуоресцентной микроскопии получен 
патент [18].

Результаты
Результаты масс-спектрометричес кого ана-

лиза. Структуру молекул подтвержда ли методом 
масс-спектро метрии MALDI. В случае Конго красного 
масс-спектр содержал четыре сигнала, соответству-
ющих различным ионным формам этого соединения 
(рис. 2, верхний спектр). Точные измерения масс 

Рис. 3. Скопления амилоида в миокарде человека: 
а — окраска 0,1% раствором Конго красного; б, в — окра-
ска 0,1% раствором ДСНАФ. Ядра клеток окрашены гема-
токсилином Эрлиха; а, б — микроскопия в проходящем све-
те (×10); в — флуоресцентная микроскопия (×40). Красный 
цвет — флуоресценция амилоидных депозитов, окрашен-
ных ДСНАФ; желтый цвет — автофлуоресценция липо-
фусцина в кардиомио цитах

а б

в

20  
мкм

20  
мкм

50 мкм

ионов согласуются с молекулярной формулой Конго 
красного — С32H22N6Na2O6S2 (М). В случае ДСНАФ 
в спектре присутствовали четыре аналогичных пика 
(рис. 2, нижний спектр), массовые числа которых 
больше на 12 Да. Точные измерения масс ионов 
подтверждают молекулярную формулу ДСНАФ — 
С33H22N6Na2O6S2 (М1), которая содержит на один 
атом углерода больше по сравнению с молекулой 
Конго красного. При этом основные сигналы Конго 
красного не проявляются или малы, что свидетель-
ствует об отсутствии заметной примеси Конго крас-
ного в растворе ДСНАФ.

Результаты гистохимического анализа. При 
анализе в проходящем свете препаратов, окрашенных 
Конго красным, обнаружено, что у людей с диагности-
рованным амилоидозом сердца скопления амилоида в 
миокарде присутствуют в интерстиции между мышеч-
ными волокнами, в межмышечных прослойках соеди-
нительной ткани, а также в стенках кровеносных со-
судов. При использовании в качестве красителя Конго 
красного (0,1% раствор) данные скопления приобрета-
ют розовый цвет (рис. 3, а). Мышечная ткань сердца 
в данном случае окрашена голубовато-серым цветом.

При анализе в проходящем свете препаратов, 
окрашенных ДСНАФ, показано, что данный краси-
тель позволяет также эффективно идентифицировать 
амилоид в миокарде человека (рис. 3, б), причем его 
скопления хорошо идентифицируются уже при малом 
увеличении микроскопа (×10). В случае использова-
ния ДСНАФ амилоид приобретает более краснова-
тый (малиновый) цвет. Интенсивность окрашивания 
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Рис. 4. Спектральные характеристики Конго 
красного и ДСНАФ 
Графики отражают интенсивность флуорес-
ценции красителя (Конго красного или ДСНАФ) 
при связывании с амилоидными фибриллами 
(красные линии), интенсивность фоновой флуо-
ресценции мышечной ткани (зеленые линии) и 
интенсивность флуоресценции фона на участ-
ках препарата, не содержащих ткани (флуорес-
ценция среды для заключения, синие линии). 
Графики построены на основании количествен-
ных данных интенсивности флуоресценции, 
полученных с применением конфокального 
лазерного микроскопа в программном модуле 
ZEN2011 (Zeiss, Германия) при идентичных на-
стройках микроскопа

амилоида ДСНАФ сопоставима с интенсивностью 
окрашивания Конго красным. Мышечная ткань сердца, 
как и в случае использования Конго красного, имеет 
голубовато-серый цвет (см. рис. 3, б). В ходе срав-
нительного анализа серийных срезов не обнаружено 
различий в количестве и распределении амилоидных 
скоплений в случае применения ДСНАФ и окрашива-
ния Конго красным.

Исследование препаратов методом флуоресцент-
ной микроскопии показало, что ДСНАФ при связыва-
нии с амилоидными фибриллами в миокарде чело-
века флуоресцирует в красном диапазоне спектра 
(рис. 3, в). При этом наблюдается лишь небольшая 
фоновая флуоресценция мышечной ткани, которая 
не затрудняет идентификацию амилоидных скопле-
ний даже при малом увеличении микроскопа (×10). 
Значительное снижение фоновой флуоресценции 
мышечной ткани возникает при использовании низких 
концентраций ДСНАФ (0,034% раствор). Вместе с тем 
высокий уровень флуоресценции амилоида сохраня-
ется. Это упрощает идентификацию амилоидных ско-
плений в миокарде при использовании флуоресцент-
ной микроскопии.

Методом конфокальной лазерной микроскопии 
установлены различия в интенсивности флуоресцен-
ции Конго красного и ДСНАФ. Получены количествен-
ные значения интенсивности флуоресценции Конго 
красного и ДСНАФ, связанных с амилоидом (рис. 4, 
красные линии), а также значения фоновой флуорес-
ценции мышечной ткани сердца (рис. 4, зеленые ли-
нии). Флуоресценция в местах отсутствия ткани (флуо-
ресценция среды для заключения) на препарате была 
измерена в качестве конт ро ля (рис. 4, синие линии).

Показано, что максимум интенсивности флуорес-
ценции амилоидных скоплений, окрашенных ДСНАФ, 
более чем в два раза выше такового, наблюдаемого 
при использовании Конго красного (см. рис. 4, красные 
линии). При этом, в отличие от Конго красного, при 

применении которого отмечается наличие двух пиков 
флуоресценции (460 и 600 нм), пик флуоресценции 
ДСНАФ один и характеризуется присутствием неболь-
шого плато (600–640 нм). Интенсивность фоновой 
флуоресценции мышечной ткани в случае окраши-
вания ДСНАФ ниже, чем в случае применения Конго 
красного (см. рис. 4, зеленые линии). Флуоресценция 
фона в местах отсутствия ткани на препарате  ха-
рактеризуется низкими значениями интенсивности, 
немного возрастая в области 550–650 нм при окраши-
вании Конго красным и в области 550–700 нм — в слу-
чае ДСНАФ (см. рис. 4, синие линии).

Обсуждение
В настоящее время окраска Конго красным считает-

ся «золотым стандартом» идентификации амилоида 
[2, 19]. В основе диагностики амилоидоза лежит обна-
ружение в образцах тканей конгофильных отложений, 
которые визуализируются в виде яблочно-зеленых 
светящихся структур на темном фоне при наблюдении 
в поляризованном свете [1, 12]. При этом способность 
Конго красного флуоресцировать при связывании с 
амилоидными фибриллами, отмеченная A.S. Cohen и 
соавт. еще в 1959 г. [20], в практике диагностических 
исследований не используется. Однако данное свой-
ство Конго красного может применяться для обнару-
жения малых скоплений амилоида в тканях [12, 20]. 
Сохранив положительные свойства Конго красного, 
мы синтезировали его аналог на основе флуо рена — 
ДСНАФ. Данный аналог, в отличие от Конго красно-
го, лишен конформационной подвижности по связи 
между бензольными кольцами. Уменьшение числа 
возможных конформационных состояний молекулы 
ДСНАФ и ее планарная структура позволили суще-
ственно повысить флуоресценцию комплексов этого 
красителя с фибриллами амилоидогенных белков. 
Так, в предварительных исследованиях in vitro [21] 
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нами показано, что при образовании комплексов этого 
соединения с фибриллами лизоцима, бета2-микрогло-
булина и инсулина происходит значительное возра-
стание интенсивности флуоресценции красителя по 
сравнению с флуоресценцией в присутствии мономе-
ров указанных белков [21]. На основании структурного 
сходства ДСНАФ с Конго красным и его способности 
взаимодействовать с фибриллами амилоидогенных 
белков было сделано предположение о возможности 
применения разработанного красителя для идентифи-
кации амилоида в тканях человека.

В рамках настоящего исследования впервые по-
казано, что ДСНАФ может быть успешно использо-
ван для выявления амилоида в миокарде человека. 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
по интенсивности окрашивания амилоида в случае 
световой микроскопии ДСНАФ сопоставим с Конго 
красным. Отсутствие различий в количестве и распре-
делении амилоидных депозитов при анализе серий-
ных срезов свидетельствует о том, что специфичность 
ДСНАФ аналогична специфичности Конго красного. 
Отмечены различия в цвете амилоидных фибрилл: 
при связывании с Конго красным скопления окрашива-
ются в розовый цвет, в то время как при ДСНАФ они 
приобретают малиновый оттенок. Вероятно, это об-
условлено различиями в спектрах поглощения и эмис-
сии этих красителей (в случае ДСНАФ максимумы 
поглощения и эмиссии смещены в длинноволновую 
область спектра).

Интересно, что, в отличие от амилоидных скопле-
ний, окрашенных Конго красным, которые при на-
блюдении в поляризованном свете имеют зеленую 
окраску из-за феномена двойного лучепреломле-
ния [22], амилоид, окрашенный ДСНАФ, подобным 
свойством не обладает. Этот недостаток ДСНАФ от-
части компенсируется его способностью интенсив-
но флуоресцировать в красном диапазоне спектра. 
Согласно полученным нами с применением метода 
конфокальной микроскопии данным, интенсивность 
флуоресценции ДСНАФ при связывании с амилоид-
ными фибриллами в миокарде человека более чем 
в 2 раза выше интенсивности флуоресценции Конго 
красного. Кроме того, при использовании Конго крас-
ного наблюдается интенсивное фоновое окрашива-
ние мышечной ткани. В случае ДСНАФ оно выражено 
в меньшей степени и может быть элиминировано при 
использовании менее концентрированного (0,034%) 
раствора красителя.

Отмечено увеличение интенсивности флуоресцен-
ции пустого фона (фона в местах отсутствия ткани на 
препарате) в области пика флуоресценции Конго крас-
ного и ДСНАФ. Это может быть следствием частично-
го перехода красителя из ткани в среду для заключе-
ния препаратов, которая, как и сам краситель, имеет 
водную основу. В таком случае мы наблюдаем флуо-
ресценцию не связавшегося с амилоидными фибрил-
лами красителя. Важно, что данная флуоресценция 
очень низкая.

Заключение
Синтезированный на основе флуорена новый ана-

лог Конго красного может быть успешно использован 
для выявления амилоидных скоплений на гистологи-
ческих срезах миокарда человека. По специфично-
сти и интенсивности окрашивания амилоида ДСНАФ 
сопоставим с Конго красным. Интенсивность флуо-
ресценции ДСНАФ при связывании с амилоидны-
ми фибриллами существенно выше (при меньшей 
интенсивности фоновой флуоресценции мышечной 
ткани сердца). Это особенно важно для идентифика-
ции малых скоплений амилоида в тканях человека, 
что актуально при исследовании биопсийного мате-
риала. Разработанную нами технологию выявления 
амилоида, основанную на применении аналога Конго 
красного, можно рассматривать в качестве нового пер-
спективного метода идентификации амилоидных ско-
плений в тканях человека.
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