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ПРЕДИСЛОВИЕ

В последние годы методы иммуногистохимии заняли одно из
главных мест среди методов морфологической диагностики. Неуди�
вительно, что научная и методическая литература, посвященная их
применению, привлекает пристальное внимание научных работни�
ков и специалистов практического здравоохранения. С сожалением
приходится констатировать, что в настоящее время подобная лите�
ратура отсутствует на прилавках отечественных книжных магази�
нов. Из наиболее важных руководств, изданных на русском языке
после 1990 г., в которых определенное место отведено вопросам
применения методов иммуногистохимии, следует отметить «Мик�
роскопическую технику» (под ред. Д. С. Саркисова и Ю. Л. Перо�
ва. — М. : Медицина, 1996), «Молекулярную клиническую диагнос�
тику» (под ред. С. Херрингтона и Дж. Макги. — М. : Мир, 1999)
и фундаментальный обзор иммуноцитохимических методов
М. В. Угрюмова (Итоги науки и техники. Серия «Морфология чело�
века и животных». — Т. 15. — М. : ВИНИТИ, 1991). Перечисленные
книги давно стали библиографической редкостью. Кроме того, сле�
дует признать, что они не включают информацию о некоторых со�
временных методических приемах, получивших широкое распро�
странение в последние годы (например, о способах теплового дема�
скирования антигенов). Все вышеперечисленное и побудило
авторов к написанию данного краткого руководства.

Отличительной особенностью данного руководства является со�
четание необходимых сведений о теоретических основах методов
иммуногистохимии с примерами их практического использования
на основе оригинальных и усовершенствованных авторами прото�
колов обработки препаратов, помещенных в приложении. Посколь�
ку в круг интересов авторов входит изучение органов нервной сис�
темы, книга дополнена теоретическими сведениями и практически�
ми рекомендациями по использованию важнейших нейрональных
и глиальных маркеров дифференциации, что, несомненно, будет по�
лезным как для нейроморфологов, так и для нейрофизиологов.

Настоящее руководство отражает современный уровень разви�
тия иммуногистохимии как науки и аккумулирует многолетний
опыт сотрудников лаборатории функциональной морфологии цент�
ральной и периферической нервной системы отдела общей и част�
ной морфологии НИИ экспериментальной медицины СЗО РАМН,
связанный с использованием методов иммуногистохимии.

Д. Э. Коржевский
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ПРЕДИСЛОВИЕ КО ВТОРОМУ ИЗДАНИЮ

Первое издание этой книги вышло не так давно, но уже появи�
лась необходимость выпустить исправленное и дополненное второе
издание. Наибольшие изменения претерпели пятая и шестая главы,
где описываются методы демаскирования антигенов и изложены
практические приемы, используемые при постановке иммуногисто�
химических реакций. В шестой главе появился и новый раздел «Ор�
ганизация работы иммуногистохимической лаборатории». Внесено
существенное добавление в главу 10 — раздел, посвященный важно�
му нейрональному маркеру — белку PGP 9.5. Протокол обработки
препаратов для постановки реакции на белок PGP 9.5 добавлен
в приложение 5. Обновлен состав авторского коллектива, при�
нимавшего участие в работе над текстами, вошедшими в состав ру�
ководства.

Авторы надеются, что внесенные изменения и дополнения уве�
личили информативность второго издания руководства, которое ад�
ресовано работникам практического здравоохранения и научным
сотрудникам, использующим методы иммуногистохимического ис�
следования в своей повседневной деятельности.

Д. Э. Коржевский



Глава 1.
ИММУНОГИСТОХИМИЯ —
СОВРЕМЕННЫЙ МЕТОД
МОРФОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ

Термин «иммуногистохимия» образован из трех составляющих,
указывающих на три медико�биологические дисциплины, — имму�
нологию, гистологию и химию, которые послужили основой для
этого нового научного направления. Иммуногистохимия (ИГХ),
или иммуноцитохимия (ИЦХ), — это область биологической и ме�
дицинской науки, теоретическое обоснование, разработка и практи�
ческое применение современных методов гистологического иссле�
дования и микроскопической диагностики, базирующихся на
использовании реакции «антиген—антитело» для селективного вы�
явления белков (и других молекул, обладающих антигенными свой�
ствами) в гистологических срезах и цитологических препаратах.

Понятия «иммуногистохимия» и «иммуноцитохимия», по суще�
ству, должны считаться синонимами. Однако на практике нередко
под иммуногистохимическими подразумевают методы, используе�
мые для определения искомых антигенов в тканевых срезах, тогда
как реакции с антигенами, выявляемыми в цитологических препа�
ратах, называют иммуноцитохимическими. Следует заметить, что
принципиальных различий в теоретических основах и практиче�
ском применении этих методов нет. В дальнейшем в настоящей
книге будет использоваться термин «иммуногистохимия» и только
в тех случаях, когда это будет необходимо в соответствии с контек�
стом, — «иммуноцитохимия».

Современные методы иммуногистохимии и иммуноцитохимии
разработаны на основе достижений иммунологии и молекулярной
биологии и совершенствуются в соответствии с потребностями па�
тогистологической диагностики, сохраняя свое значение важного
инструмента научных исследований. Первые методы окраски гисто�
логического препарата основывались на избирательном связывании
красителей с компонентами клетки. Особую область гистологиче�
ской техники составили методы импрегнации биологических объек�
тов солями металлов. До середины ХХ века при разработке новых
методов окраски часто использовался эмпирический подход. Быст�
рое развитие биохимии позволило создать ряд селективных мето�
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дов выявления различных внутриклеточных субстанций и компо�
нентов межклеточного вещества. В связи с достаточно понятными
механизмами взаимодействия участвующих при их постановке
реакций химических веществ эти методики получили название «ги�
стохимические реакции». Однако гистохимические методы, как
правило, не позволяют точно определять конкретные вещества,
не всегда обладают высокой чувствительностью и нередко требуют
специальных методов обработки материала, усложняющих гистоло�
гическое исследование. Таким образом, несовершенство существую�
щих методик окраски закономерно привело к созданию нового на�
правления науки, которое получило название «иммуногистохимия».
Первые иммуногистохимические методы не отличались высокой
чувствительностью, но благодаря высокой специфичности сразу
стали использоваться в диагностических целях.

В настоящее время основными задачами иммуногистохимии
можно считать разработку и теоретическое обоснование новых ме�
тодов молекулярного анализа внутриклеточных структур, изучение
продуктов экспрессии генов, изучение пролиферации и гибели кле�
ток, гистотипирование опухолей (часть молекулярной и клеточной
диагностики) и методическое обеспечение иммуноморфологии —
области гистологии, в которой используются иммуногистохимиче�
ские методы для изучения тканевой организации, развития тканей
и клеточной дифференциации.

Основателем нового направления в науке и диагностике и авто�
ром первых методов иммуноцитохимии по праву считают амери�
канского врача�патолога и иммунолога Альберта Хьюитта Кунса
(1912—1978). Под его руководством в 1941 г. были впервые получе�
ны меченные флюорохромом антитела, которые были успешно при�
менены в диагностических целях на замороженных срезах (Coons A.
H. [et al.], 1941; 1942; 1950). Визуализация результатов реакции
производилась во флуоресцентном микроскопе. Однако сначала ме�
тод не получил широкого распространения из�за трудности получе�
ния антител, сложности их визуализации и низкой воспроизводи�
мости результатов. В последующем методы визуализации комплек�
са «антиген—антитело» совершенствовались, увеличивались их
чувствительность и воспроизводимость. Параллельно с этим разра�
батывались новые методы очистки первичных антител, которые по�
вышали специфичность иммуногистохимических реакций. С появ�
лением новой технологии получения моноклональных антител
(Köhler G. [et al.], 1975) иммуногистохимические методы получили
широкое распространение в патогистологической диагностике в он�
кологии, поскольку наряду с высокой специфичностью и хорошей
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воспроизводимостью они обладают большей доступностью для
стандартизации, без которой не может существовать ни один диа�
гностический тест.

В нашей стране в настоящее время иммуногистохимические ме�
тоды достаточно широко используются при патогистологической
диагностике онкологических заболеваний (Петров С. В. [и др.],
2004). Морфологические диагностические подходы, основанные на
использовании методов иммуногистохимии постепенно внедряются
и в судебно�медицинской экспертизе (Коржевская В. Ф. [и др.],
2011).
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Глава 2.
ПЕРВИЧНЫЕ АНТИТЕЛА

2.1. Антитела — компоненты сыворотки крови

Антитела — это растворимые гликопротеины глобулиновой
фракции сыворотки крови и других биологических жидкостей, об�
разующиеся в ответ на введение или проникновение антигена (чу�
жеродных веществ, в том числе бактерий, вирусов, токсинов) в ор�
ганизм теплокровных животных (Ройт А. [и др.], 2000). На сегод�
няшний день антитела являются наиболее важными реагентами для
использования в фундаментальных и прикладных исследованиях,
что обусловлено их способностью к высокоспецифическому связы�
ванию с антигеном, вызвавшим их образование.

Применяя определенные методические приемы, можно добиться
образования антител к практически неограниченному набору анти�
генов. Однако стоит отметить, что стоимость коммерческих антител
и затраты на их получение в условиях лаборатории могут различа�
ться в десятки раз в зависимости от требуемой чистоты, специфич�
ности и области применения, поэтому еще на этапе планирования
исследования стоит уделить особое внимание правильному подбору
антител. В этом может помочь и данное руководство.

2.2. Строение антител

Классические антитела представляют собой крупные мультимер�
ные белки. Основная четырехцепочечная структурная единица имму�
ноглобулинов образована полипептидными цепями двух разных ти�
пов. Меньшие по размеру цепи (легкие L�цепи) имеют молекулярную
массу около 25 кДа и состоят из вариабельного VL� и константного
СL�доменов. Более крупные (тяжелые H�цепи) имеют молекулярную
массу 50—80 кДа, состоят из вариабельного VH�, трех константных
СН1�, СН2�, СН3�доменов и шарнирного участка (hinge region).
Полипептидные цепи удерживаются вместе ковалентными (дисуль�
фидными) и нековалентными связями (Ройт А. [и др.], 2000). Схема�
тически «типичная» структура антитела представлена на рис. 1.

В зависимости от размера, заряда, аминокислотной последователь�
ности и содержания углеводов в составе тяжелой цепи различают
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пять изотипов (классов) антител: IgM, IgG, IgA, IgE и IgD. Класс IgG
подразделяется на четыре подкласса (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4), кото�
рые различаются по антигенной структуре и спектру биологических
функций (Burton D. R. [et al.], 1996). IgG — это наиболее широко
представленный класс иммуноглобулинов, на его долю приходится
70—75 % их общего количества. Класс IgA разделяют на два под�
класса (IgA1, IgA2). Все классы и подклассы составляют девять изо�
типов, которые присутствуют в норме у всех теплокровных. Кроме
того, IgM является пентамером, т. е. пять молекул соединяются
между собой, а IgA — димером.

При помощи папаина антитела можно расщепить на два одина�
ковых антигенсвязывающих Fab�фрагмента (fragment antigen bin�
ding) и Fc�фрагмент (fragment cristalizable), способный к кристалли�
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Рис. 1. Структура кроличьего иммуноглобулина IgG. Тяжелые и легкие це�
пи образуют вариабельный и константный домены, которые соединены ди�
сульфидными мостиками (♦). При помощи папаина (цистеиновой эндопро�
теазы) протеолиз разделяет молекулу, в результате чего образуются два ан�
тигенсвязывающих фрагмента (Fab) и один кристаллизующийся фрагмент
(Fc). Под действием пепсина (аспартатной кислой эндопептидазы) проис�
ходит отщепление двухвалентного антигенсвязывающего фрагмента (Fab′)2

(по: Boenisch T., 2001; с изменениями)



зации. Область Fab образована гипервариабельными участками Н�
и L�цепей и определяет антигенную специфичность; Fc�фрагмент
осуществляет эффекторные функции (связывание иммуноглобулина
с клетками, компонентами комплемента) (Atassi M. Z., 1984).
К Fc�фрагменту антител можно присоединять различные вещества,
что используется при постановке иммунохимических реакций.

В 1993 г. группой бельгийских ученых было сделано важное от�
крытие: кроме классических антител в крови некоторых животных
(верблюдов, лам и др.) обнаруживаются особые, неканонические
антитела с упрощенной структурой. Они состоят из димера укоро�
ченной (без CH1�домена) тяжелой цепи; легкая цепь отсутствует,
т. е. антигенузнающий участок формируется лишь вариабельными
доменами тяжелых цепей. Такие антитела принято называть одно�
доменными антителами, или мини�антителами. Благодаря малым
размерам (молекулярная масса однодоменных антител составляет
примерно 12—15 кДа) и компактности антигенсвязывающего участ�
ка, можно получить мини�антитела, способные узнавать участки ан�
тигенов, недоступные для классических антител, в этом состоят ве�
сомые преимущества мини�антител (Тиллиб С. В., 2011).

2.3. Особенности связывания
антитела с антигеном

В основе любой иммунологической реакции лежит взаимодейст�
вие антигена с антителом, которое приводит к формированию ком�
плекса «антиген—антитело». Антигенами обычно являются высоко�
молекулярные белки и полисахариды, реже — полипептиды, липиды
и нуклеиновые кислоты. Иммунный ответ могут вызывать и неболь�
шие молекулы, или гаптены, в том случае если они соединяются
с высокомолекулярными носителями (белками, полисахаридами).
В качестве гаптенов могут выступать лекарственные вещества, мо�
но� и полисахариды, небольшие полипептиды, фосфолипиды, три�
глицериды, моноамины.

Небольшой участок антигена, с которым будет связываться ан�
титело, называется эпитопом. Обычно в эпитоп входит от одной до
шести молекул моносахаридов или аминокислот, расположенных на
поверхности антигена. Антитела распознают не отдельные химиче�
ские группы в структуре антигена, а пространственную форму эпи�
топов. Они способны улавливать различия в распределении зарядов
на поверхности антигена, оптическую и стереоизомерию, минималь�
ные различия в первичной структуре. Вследствие этого б|ольшая
часть антител способна связываться только с нативными антигенами
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