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I.  Введение. Основы гистохимического анализа структурной целостности организма, в аспекте микроскопической техники.
В настоящее время в классической морфологии выявление биологических структур осуществляется путем окрашивания  клеток, тканей, межклеточного вещества с помощью адсорбционных и протравных красителей. С помощью  методов гистохимии выделяются следующие металлы:  железо, кальций, калий, цинк, ионы натрия, свинца, серебра, никель, алюминий, барий, золото, бериллий, медь, ртуть, платина, палладия и др.  Несмотря на то, что  морфологические исследования, содержания  кальция, железа,  натрия, цинка   др. и витаминов в организме начались уже боле 100 лет назад, гистохимические методы их выявления остаются до сих пор недостаточно изученными. По этому целью этой работы являлось изучение предполагаемых механизмов гистохимического исследования кальция, железа,  натрия, цинка  др. и витаминов в организме. По мнению авторов фундаментальных руководств по микроскопической технике гистохимическое выявление неорганических веществ в микроскопии основано на следующих принципах: 1) образование лаков, 2) образование хелатов, 3)  образование окрашенных солей, 4) замещение одного иона на другой с последующим выявлением.  (Волкова О.В. и Елецкий Ю.К., 1971;     Кисели Дьердь, 1962;    Коржевский Д. Э., 2007;  Лили Р., 1969;   Меркулов Г. А., 1969, 1980;  Ромейс Б., 1954;   Лили Р., 1969 Луппа Х., 1980;  Саркисов Д. С. и Перов Ю.Л., 1996; Сапожников А. Г., Доросевич А. Е., 2000;  Фрайштат Д. М. 1980; Шорманов С. В., 1998; Пирс Э., 1962). Учитывая то, что биофлавониды, будучи витаминами, обладают выраженным свойством к образованию хелатных соединений ионами неорганического железа, свинца, кальция, и др. мы предполагаем, что биофлавоноиды наряду с ДНК и РНК определяют реакцию ядра и цитоплазмы клетки на гистохимические красители (Зиновьев С.В., 2012). Нельзя исключать, что в случае  гистохимического окрашивания выявляются нанокристаллы, которые содержат витамины и неорганические вещества. В свою очередь, ввиду нарушения анатомической целостности организма, во время получения, фиксации   и гистохимического исследования клеток, тканей происходят существенные изменил строения биоструктур. Комплекс нарушений строения биоструктур обусловленных вмешательством морфолога  в организм остается мало изученным.  
Французский гистолог и цитолог Анри Поликар был первым исследователем, который применил методы кристаллографии для исследования  гистологических препаратов, которые были изготовлены путем  микросжигания-сподографии. Кристаллография является фундаментальным направлением основной целью, которого является анализ химического состава и пространственной организации  вещества, которое обусловлено существованием кристаллической решетки, стехиометрической структурой сложных молекул. Нативные секреты трахеи и бронхов кристаллизуются в случае дегидратации на цитологическом препарате. По этому, в случае изготовления цитологического препарата, кристаллизация, происходящая во время высыхания цитологического мазка более точно отражает существо способа морфометрического исследования клеток содержащихся в биосредах, и качество исследования морфометрических параметров клеток содержащихся в нативных биологических жидкостях (без добавления натрия хлорида). В свою очередь, известна кристаллизация биологических жидкостей  на предметном стекле, которая отражает сложные физико-химические процессы в организме, влияющие на изготовление цитологического препарата в случае процесса высыхания биосред на предметном стекле. Следовательно, кристаллизация  нативных по своему химическому составу биосред, вскрывает физико-химические процессы, влияющие на особенности адгезии и распластывания клеток на предметном стекле, и др. подложках возникающих во время высыхания биологических жидкостей на цитологическом препарате.  С помощью электронной микроскопии нами установлено, что на клетках легких содержащихся в бронхоальвеолярном лаваже, в такой ситуации оседают кристаллы  натрия хлорида, а это в свою очередь отражает изменение осмолярности биосред и деформацию клеток обусловленных дегидратацией в момент высыхания  мазков на предметном стекле и др. подложках (Целуйко С.С. и др. 2012).  Кристаллизация характеризует технические условия высыхания биологических жидкостей и клеток на предметном стекле и др., а так же характеризует кинетику  дегидратации клеток, происходящий в процессе изготовления цитологического препарата, зависящий от химического состава биологических жидкостей,  который при этом имеет клинико-диагностическое значение. Учитывая фундаментальное значение кристаллографии в химическом анализе вещества, способность к кристаллизации биологических жидкостей используется, в качестве  метода оценки строения организма.

В нашей работе мы обратили внимание на гистохимическую характеристику ряда цитологических симптомов, которые характеризуют дыхательную функцию организма. Методы Перлса  и Тирмана являются признанными способами выявления ионов неорганического железа с помощью реакции образования гранул берлинской лазури, турнбулевой сини.  С помощью гистохимического исследования локализации неорганического железа выявляются патологические пигмент-гемосидерин,  специфический белок ферритин, которые содержатся в кристаллическом виде в эритроидных клетках, эритроцитах, макрофагах, и др. Учитывая технический результат, методы гистохимического выявления неорганического железа содержащихся в клетках и тканях  необходимо отнести к методам морфологического окрашивания биологических структур,  которое осуществляется с целью изучения целостности организма. По этому целесообразность их использования аналогична обычным методам окрашивания мазков крови, красного костного мозга, срезов органов красителем Романовского-Гимза, гематоксилин-эозином с помощью,  которых обнаруживаются пигменты в макрофагах, гипохромные эритроциты,  полохироматофильные и окисфильные нормобласты. По этому преимущество гистохимических методов    выявления неорганического железа заключается в том, что оно уточняет результаты морфологического исследования кровоизлияний, травматизации, дистрофии, атрофии и др. 
Стандартные методы выявления гемосидерина с помощью реакции Перлса и турнубулевой сини (по Саркисову Д.С., 1996) имеют многочисленные недостатки, а именно высокую чувствительность к присутствию ионов железа на поверхности лабораторной оборудования, и лабораторной посуды. Даже в случае использования стеклянных инструментов нельзя исключить появление артефактов,  что подтверждается при исследовании лабораторной посуды, которая используется при окрашивании при температуре 500 или 600 градусов по Цельсию.  По этому гистохимические подходы, к исследованию клеток  основанные на окрашивании эритроцитов с помощью ализарина и нитрата серебра существенно уточняют результаты морфологического исследования  гемсодержащих пигментов. 

При этом мы так же обнаруживаем,  то, что ализариновый красный  С окрашивает кровеносные сосуды органов дыхания, и эритроциты. При окрашивании мазков крови ализариновым красным С отмечается то, что клетки крови окрашиваются гранулярно и диффузно (рис. № 10). Гранулярное окрашивание эритроцитов азуровыми красителями в виде базофильной пунктуации характерно в случае свинцовой интоксикации. Тельца Гейнца другой случай гранулярного окрашивания эритроцитов, который обнаруживается при гемолитических анемиях, при отравлении нитробензолом, анилином, сульфаниламидами и др. Ввиду этого обращает на себя внимание гранулярное окрашивание ализариновым красным С эритроцитов периферической крови, которое мы обнаружили ранее (Зиновьев С.В. 1988). Эти данные были подтверждены в работах других авторов, которые изучали механизм окрашивания лейкоцитов на мазках периферической крови с помощью оригинального метода окрашивания ионизированного кальция (Кириченко В.И., Дорофиенко Н.Н., 2000). Полученные нами данные подтверждают данные других авторов о существовании слоя ионов натрия, кальция, железа цинка под мембраной клеток. С помощью антимоната  при электронной микроскопии под мембранной клеток был обнаружен слой ионов натрия и др. ионов металлов. В то же время на момент исследования было непонятно значение субмембранного слоя ионов металлов (Bulger R.E., 1969;Simson J.A., Spicer S.S.,1975, Tandler C.J., Kierszenbaum A.L. 1971;Tisher C.C., Weavers B.A., Cirksena W.J.1972, Aguas A.P., Nickerson P.A., 1981;Bowman R., Siegel I.A.,1973). 
В настоящий момент установлено, что биофлавоноиды являются  важнейшим компонентами продуктов питания человека и адпатогенами, которые эффективно корригируют холодовый стресс (Доровских В.А.,Целуйко С.С., Бородин Е.А., 2009).  В силу того, что неизвестными остаются надежные цитологические маркеры воздействия биофлавоноидов и дигидрокверцетина на организм, мы предположили, что гистохимические реакции, выявляющие аскорбиновую кислоту, двухвалентное железо, кальций в тканях респираторного отдела легких могут стать тестами оценки адаптивной роли дигидрокверцетина в случае переохлаждения организма. 
В нашем  гистохимическом исследовании подтверждается проникновение препаратов дигидрокверцетина в органы дыхания экспериментальных животных, при котором он видимо, вступает в хелатные взаимодействия с микроэлементами (Зиновьев С.В., 2012).  В нашем исследовании имеется четкая корреляция, между окрашиванием спирт-ацетатным раствором нитратом серебра и ализарином красным клеток крови, клеток респираторного отдела легких. При исследовании экспериментального материала отмечается гранулярное окрашивание цитоплазмы эритроцитов, лейкоцитов, клеток стенки кровеносных сосудов (рис. №1).  Аскорбиновая кислота является важной частью продуктов питания. Гистохимическое исследование аскорбиновой кислоты осуществляется с помощью реакции Жиру-Леблона. В тоже   время, известно, что при проведении гистохимических реакций азотнокислое серебро взаимодействует с цинком, кальцием,   по этому механизм реакции Жиру-Леблона остается неизученным.

Поэтому мы   считаем, что реакция Борнтрейгера в клетках крови и органов дыхания уточняет и подтверждает результаты исследования, полученные при окрашивании клеток с помощью  реакции Жиру-Леблона. Таким образом, гистохимические методы являются подходом для исследования хелатных соединений биофлавоноидов с катионами металлов в  тканях и микроциркуляторном русле органов дыхания, а так же отражают участие аскорбиновой кислоты в метаболизме дигидрокверцетина, которое локализовано в стенке вен органов дыхания, что может объяснить адаптивную активность биофлавоноидов.  В случае гистохимического  изучения микроэлементов исследование  биофлавоноидов обусловлено биохимическим свойствами этих веществ, которые придают им статус витаминов. Известно, что биофлавоноиды, будучи хелатами способны связывать ионы неорганических форм металлов, тем самым регулировать процесс перекисного окисления липидов. При этом остаются не известными  методы гистохимического  выявлении биофлавоноидов и катехинов. В такой ситуации, обращает на себе внимания перспектива использования взаимодействия биофлавоноидов с формалином и соляной кислоты (реакция  Стиасни), а так же с ванилином, железо-аммичными квасцами, бихроматом калия, ацетатом свинца, которые приняты стандартом в случае биохимического анализа растительного сырья   в качестве гистохимической реакции.

Гистохимическое исследование Na+ орального секрета проведенное нами  с помощью антимоната  вскрывает ряд механизмов взаимодействия биологических сред, белков и клеток с поверхностью предметного стекла (рис. № 9,11).  По мнению крупнейшего специалиста в области адгезии клеток Дж. Тринкауса 1972,  Na+ , который содержится  в большом количестве мягких сортов лабораторного стекла (содовое стекло)  очень сильно усиливает адгезию клеток на поверхности препарат.  Эти данные впервые экспериментальным путем получил Раппопорот (Rappoport C. et all, 1960, 1966), с точки зрения этих исследователей ионы Na+ определяют клеточные контакты.  С нашей точки зрения, гистохимическая реакция, направленная на выявление Na+  в клетках, микроорганизмах, кристаллов орального секрета,  подтверждает эту гипотезу. 

Арборизация биологических секретов является одним способов оценки фертильности у женщин, в момент овуляции так же  повышается температура половых путей, в последующем изменяется тип клеточных реакций влагалищного содержимого.  Для изучения арборизации, в отделяемом половых путей и оральный секрета добавляются кристаллы натрия хлорида. По нашим данным арборизация назального секрета, орального секрета происходит в гипотонических-безсолевых условиях (Зиновьев С.В. и др., 2011, Целуйко С.С. и др. 2011). По мнению ряда авторов арборизация бронхоальвеолярной жидкости характерна для септических и деструктивных заболеваний легких, при которых развеется фебрильная температура тела  (Катыхина Ю. И., Кондрахина А. П., Даниленко, С. А., Афанасьева Ю. И., 2011). Мы считаем, что для гистохимии арборизация-кристаллизация биологических жидкостей, которая развивается в гипотонических условиях в случае патологии, гормональных реакций, имеет принципиальное значение, так как  доказывает фундаментальный характер отложения продукта гистохимческой реакции на  биоструктурах. Мы предположили, что при высыхании биологических жидкостей на предметных стеклах и подложках происходит процессы близкие, тем которые используются в промышленном производстве натрия гидрокарбоната. Существо реакции заключается  выпадении особых кристаллов в насыщенных растворах натрия хлорида NH3 + H2O + CO2 + NaCl / NH4HCO3 → NaHCO3 + NH4Cl.  Эта реакция известна под названием, которую дали в честь  известного бельгийского химика  Сольве. Учитывая фундаментальное значение NH3 в формировании аминогрупп аминокислот (NH2), нельзя исключать амидный механизм реакции NaCl / NH4HCO3 . Эта точка зрения подтверждается при исследованиях, которые проводились с помощью  растровой электронной микроскопии.  Мы провели  ультраструктурную оценку морфологии  продуктов кристаллизации назального секрета, мокроты, орального секрета, бронхоальвеолярного лаважа, которые образуются при высыхании биологических жидкостей в процессе изготовления цитологического препарата (Зиновьев С.В. и др. 2011, Целуйко С.С. и др., 2011).  Учитывая данные растровой электронной микроскопии, у нас сложилось впечатление, что различные производные органического азота и мочевины активно участвуют в процессе кристаллизации биологических жидкостей содержащих натрий хлорид. В кристаллограмме назального и орального секрета и др. обнаруживаются кристаллы: мочевины, натрия хлорида, цистеина, струвиты, солей кальция, лизоцим и др.  В настоящее время в эритроцитах и других клетках обнаружены биоминеральные комплексы, имеющих кристаллическую структуру содержащие нанобактерии (Martel J, Young JD., 2008). Патогенное воздействие  нанобактерий на организм человека в настоящий момент активно исследуются. Эта точка зрения подтверждается тем, что  микроорганизмы участвуют в кристаллизации биологических жидкостей, которая происходит в случае высыхания на предметном стекле. Нами совместно с кафедрой госпитальной терапии Амурской медицинской академии было обследовано 46 больных ХОБЛ среднего и тяжелого течения в стадии обострения (Целуйко С.С., Зиновьев С.В., Даниленко С.А.,   2012). Соотношение лиц со среднетяжелым и тяжелым течением ХОБЛ составило 50%. Всем больным, до и после курса терапии выполня​лась диагностическая фибробронхоскопия с забором бронхоальвеолярного лаважа, который извлекался по оригинальным методикам Ткачевой C.И., 1998. По своим свойствам он идентичен так называемому бронхоальвеолярному смыву. Процедуры начинали с введения 10 мл теплого физиологического раствора в субсегментарный бронх средней доли правого легкого при эндоскопическом исследовании. Из промывной жидкости делали 2 мазка на предметном стекле и на подложке из алюминиевой фольги. После высыхания жидкости, сухой остаток изучался под световым микроскопом и сканирующим электронным микроскопом S-3400 Hitachi (Япония). Мазки клеток бронхоальвеолярного лаважа фиксировали в парах формалина по Гомори, окрашивали по методу Романовскому – Гимза. Химическая идентификация кристаллов мочи  в случае мочекаменной болезни проводится на основании оценки растворимости  веществ в органических растворителях и минеральных кислотах (Миронова И.И., Романова Л.А.,2002; Кост 1974). По этому в целях химической идентификации химического состава кристаллов на мазки  БАЛ наносили органические растворители и кислоты, после чего препараты тщательно промывали в дистиллированной воде и окрашивали цитологическими красителями. При световой микроскопии и растровой электронной микроскопии не фиксированных (нативных) препаратов БАЛ в  полях зрения обнаруживаются клетки и кристаллы разнообразной формы: лист папоротника, древовидные, прямоугольные и т.д., которые появляются в результате кристаллизации бронхиального секрета. У 70% обследованных  пациентов с ХОБЛ в не фиксированных препаратах бронхоальвеолярного лаважа появляются кристаллы, которые обнаруживаются при маленьком увеличении микроскопа менее ×50. Это обусловлено тем, что в препаратах обнаруживаются агломераты крупных кристаллов, с массивными стеблями. Результаты нашего исследования указывают на то, что фиксация  в парах формалина цитологических препаратов бронхоальвеолярного лаважа позволяет дополнительно получать кристаллографические характеристики кристаллограммы, что позволяет диагностировать обменно-трофические нарушения в слизистой оболочке органов дыхания у пациентов с ХОБЛ. Отмечается отложение кристаллов на периферии цитоплазмы клеток.  При этом в макрофагах  отмечается вакуолизация периферических отделов цитоплазмы. Присутствие кристаллов кальция в цитоплазме клеток бронхоальвеолярного лаважа подтверждено при трансмиссионной  электронной микроскопии ультратонких срезов бронхоальвеолярного лаважа. В то же время менее изучены клинико-морфологические особенности гистохимии кальция в случае развития дистрофии. Учитывая большую актуальность   пробы Сулковича, следует признать клинико-морфологическое значение выявления ионов кальция с помощью оксалата аммония.  При этом в случае митохондриапатий при заболеваниях почек, отмечаются отложения ионов кальция в матриксе митохондрий. Признаются репрезентативными отложения кальция в митохондриях лимфоцитов (Никитина Л.П., Соловьева Н.В., Максименя М.В. Гомбоева А.Ц., 2012; Клембовский А.И.,2000). Нами установлено, что в митохондриях лимфоцитов обнаруживаются кристаллы кальция. Микроорганизмы в препаратах бронхоальвеолярного лаважа формируют крупные скопления - микробные «пробки». Микроорганизмы входят в состав, кристаллов формирующих «симптом листа папоротника»  в препаратах бронхоальвеолярного лаважа. Мы обнаружили, что после обработки серной или соляной кислотами мазков бронхоальвеолярной жидкости пациентов с ХОБЛ, которая проводилась в целях окраски по Цилю-Нильсену, микроорганизмы слабо окрашиваются метиленовым синим, симптом «листа папоротника» при этом сохраняется.  Ввиду этого мы обратили внимание на то, что в случае фиксации в метаноле цитологических препаратов БАЛ, которая продолжалась  в течение пяти минут, отмечается умеренная растворимость кристаллов «симптома листа папоротника», что указывает на присутствие  жирных кислот и нейтральных липидов. Таким образом, в случае фиксации в парах формалина мазков бронхоальвеолярного лаважа, нами отмечается нерастворимость кристаллов в водном растворе красителя Романовского-Гимза, этаноле, серной кислоте, соляной кислоте, уксусной кислоте (рис. № 13,12,13,14,15,16,17,19,20). По этому результаты наших исследований указывают  на присутствие в составе кристаллов в препаратах бронхоальвеолярного лаважа мочевины, мочевой кислоты и её производных, а так же цистина, других аминокислот которые являются продуктами распада белков и нуклеопротеидов. Ранее, мы с помощью растровой микроскопии препаратов бронхоальвеолярного лаважа у экспериментальных животных уточнили тип изучаемых кристаллов. В кристаллограмме, бронхоальвеолярного лаважа обнаруживаются кристаллы, которые характерны для осадка мочи: мочевины, натрия хлорида, цистеиновые, струвиты, соли кальция, лизоцим и др. При этом мы отмечали достоверное воздействие магнитного поля на кристаллографические характеристики бронхоальвеолярного лаважа, что с нашей точки зрения говорит о присутствии в составе кристаллов ионов  железа (Зиновьев С.В. и др., 2010).   В классическом способе оценки симптома листа папоротника в случае оценки овариального цикла или исследования дыхательных путей, для обнаружения кристаллов в биологическую жидкость добавляется натрий хлорид Татарчук Т.Ф., Сольский Я.П. (2003). Учитывая результаты  своего исследовании механизма арборизации, мы отказались от добавления в биологическую среду натрия хлорида в целях кристаллизации секрета. 

Известно, что при окрашивании азур-эозиновым красителем эритроциты обладают слабощелочной реакцией, по этому окрашиваются эозином. При этом в кислой среде эозином окрашиваются и более кислые структуры. Азур 2 окрашиваются слабокислые структуры, ядро и базофильная цитоплазма,  в щелочной среде. При этом азуром в щелочной среде окрашиваются и эритроциты. Гранулы лейкоцитов окрашиваются в нейтральные тона. При этом отмечается обратная взаимосвязь с рН красителя при разных методах окрашивания. По нашим наблюдениям в случае холодового стресса появляются  полихроматофильные эритроциты, гемоглобин которых теряет свои слабощелочные свойства, а это уже  полностью уточняет результаты цитологичесого исследования.  При оценке воздействия дигидрокверцетина на холодовый стресс гранулярное окрашивание нитратом серебра цитоплазмы лейкоцитов, а так же эритроцитов, мы расценили как результат позитивного воздействия дигидрокверцетина на адаптацию к общему охлаждению организма (рис. №  2,3,4) По данным литературы (Т.Н. Кропачева, А.А. Леконцева, В.И. Корнев   2011) ализариновый красный С обладает свойством индикатора рН среды. С помощью спектрофотометра изучены спектры поглощения ализаринового красного С при различных значениях кислотности растворов. В кислой среде (до рН<4) реагент имеет желтую окраску с максимумом поглощения  при  420нм.  При  дальнейшем  подщелачивании  раствора  наблюдается  постепенное уменьшение  этого максимума  с  одновременным ростом новой полосы поглощения при 515нм, при этом  раствор  приобретает  красно-оранжевый  цвет. Изменения  спектров  характеризуются  наличием изобестической точки при 460нм. В щелочной среде (рН>10) происходит дальнейшее длинноволновое смещение максимума до 550нм (изобестическая точка 510 нм), при этом окраска раствора становится фиолетовой.   

Эта точка зрения подтверждается при окрашивании ядра и цитоплазмы по Мак-Ги Расселу в слабощелочной среде: нуклеиновая кислота, содержащаяся в ядре интенсивно окрашивается, цитоплазма слабо окрашивается, эритроциты хорошо окрашиваются ализарином (рис .№ 5). В случае влажного окрашивания спиртовым р-р ализариновым красным С  ядра и цитоплазмы клеток р-р слабокислым ализарином красным С (менее кислая цитоплазма хорошо окрашивается, ядро отрицательно реагирует с ализарином не окрашивается, слабощелочные эритроциты по-прежнему окрашиваются интенсивно). В такой ситуации обнаруживается интенсивное прокрашивание ализарином нейтрофильной цитоплазмы  сегментоядерных лейкоцитов (рис. №6). Это говорит, о том, что, скорее всего при обоих методах окрашивания  возникает адсорбционное взаимодействие красителя и цитоплазматических структур, которое происходит по типу лакмусовой бумаги. По этому, позитивное воздействия дигидрокверцетина на течение экспериментального холодового стресса отражает отчетливое гранулярное окрашивание эритроцитов возникает, в случае промывания цитологических препаратов крови в растворе протравы, а именно бихромате калия (рис. № 10). По этому необходимо учитывать, то, что при реакции Стиасни- Ванилин происходит гранулярное окрашивание в эритроцитах (рис .№ 1), которое указывает на присутствие флавоноидов в клетках, а так же то, что биофлавоноиды реагируют с клеткой путем осаждения с бихроматом калия. Мы этому мы предположили, что влажное окрашивание ализарином красным С позволяет выявлять биофлавоноиды в эритроцитах периферической крови. При этом  гистохимическом исследовании ионов железа, кальция, цинка  и др. в органах дыхания и периферической крови в эксперименте подтверждается позитивное воздействие биофлавоноидов на холодовую адаптацию. Следует, учитывая предполагаемый механизм гистохимических реакций   при окрашивании клеток. микроорганизмов  спирт-ацетатным р-р нитрата  серебра и ализариновым красным С, антимонатом калия, дитизоном определяется присутствием большого спектра ионов микроэлементов. По этому складывается впечатление, что биофлавоноиды  в качестве   хелатных соединений могут определять комплексное гистохимическое окрашивание аскорбиновой кислоты, кальция, цинка, железа в клеточных элементах плоского эпителия, легочных макрофагов, лейкоцитах, эритроцитах. По-видимому,  гистохимические подходы, к исследованию клеток  основанные на окрашивании с помощью ализарина и нитрата серебра  отражают:  тромбоз кровеносных сосудов, агрегацию эритроцитов, гемолиз, в фагоцитоза эритроцитов макрофагами, миграции лейкоцитов в ткань респираторного отдела легких. При этом учитывается и изменение сродство красителю цитоплазмы и ядрышка, аналогичные базофилии или оксифилии. Возвращаясь к анализу  цвета гранул, которые появляются при соединении ализарина с микроэлементами, следует учитывать, что для ионов кальция характерен оранжево-красный, кирпично-красный цвет, а для ионов железа вишнево-красный цвет. При этом следует учитывать, что бихромат калия, который выступает в качестве протравы для ализаринового красного С: 

1) является гистологическим фиксатором 

2) вступает в хромаффинную реакцию биогенными аминами и  др.  нейромедиаторами. 

3) осаждает биофлавоноиды и полифенолы из растительных экстрактов

Следовательно, гранулярное окрашивание эритроцитов ализарином может быть объяснено взаимодействием красителя с гемоглобином. В нашем исследовании имеется четкая корреляция, между результатами окрашивания спирт-ацетатным раствором нитрата серебра и ализарином красным клеток крови. Поэтому мы   считаем, что реакция Борнтрейгера в клетках крови и органов дыхания уточняет и подтверждает результаты исследования, полученные при окрашивании клеток с помощью  реакции Жиру-Леблона. В нашем  гистохимическом исследовании подтверждается проникновение препаратов дигидрокверцетина в органы дыхания экспериментальных животных, при котором он видимо, вступает в хелатные взаимодействия с микроэлементами (Зиновьев С.В. 2012).  Таким образом, указанные нами гистохимические методы являются подходом для исследования хелатных соединений биофлавоноидов с катионами металлов в  тканях и микроциркуляторном русле органов дыхания, а так же отражают участие аскорбиновой кислоты в метаболизме дигидрокверцетина, которое локализовано в стенке вен органов дыхания, что может объяснить адаптивную активность биофлавоноидов.  Следует учитывать, что ализариновый красный С обладает собственным антиоксидантым механизмом воздействия на  мембраны клеток, при этом доказано, что он усиливает позитивное воздействие биофлавоноидов на организм. По мнению других исследователей, ализарин, пурпурин и другие соединения антрахинонового ряда способны взаимодействовать  с гемосодержащими белками, например пероксидазой (Arrieta-Baez D. et all.  2002). В такой ситуации обращает на себя внимание специфическое прокрашивание кровеносных сосудов и клеток крови ализариновым красным С. В случае дитизона и ализаринового красного С, пурпурина  выводы о специфичности гистохимической реакции сделаны на основании витального прижизненного окрашивания органов и тканей, которое производилось путем скармливания или внутрибрюшинного введения реагентов экспериментальным животным. При этом по данным специалистов в области неорганической химии дитизон, ализарин красный С обладают способностью к взаимодействию с  большим спектром ионов металлов и др.  В то же время упомянутые гистологические красители являются перспективными лекарственными веществами, или вызывать в экспериментальных условиях диабета, заболевания почек. Выявление ионов кальция и железа с помощью ализаринового красного С, того, оспаривается, ввиду того, что антрахиноны  взаимодействуют  с алюминием, медью, кобальтом,   и  др. металлами. В то же время ализарины являются перспективными антиоксидантами, которые обладают фармакологической активностью сравнимой с токоферолом и витамином А. по данным литературы комплексное воздействие ализаринами, антрахинонами, биофлавоноидами на организм обладает эффективной антиоксидантной активностью, что в свою очередь позволяет осуществлять профилактическое лечение опухолевых заболеваний (Zhang L.W., Wang J.S., Jiang C.Q.,2004, Manish Kumar , Madhu Chandel, Subodh Kumar,  (2012);  Naeimi H., Namdari R. Rapid, 2009;  Johnson R.K., Zee-Cheng R.K., Lee W.W.,et all.  1979;  Duan Y., Yu J., Liu S., Ji M., 2009;   Kaur P., Chandel M., Kumar  S., Kumar N., et all.,  2010;  Takahashi E., Marczylo T.M., Watanabe T., Nagai S., Hayatsu H., Negishi T., 2001;  Jin R, Bao H., Bai Y., Li X., 2011; Lin H., Zhang Y.-W., Zheng L.-H., et all.,  2011;   Jasril N.H., Lajis L.Y, Mooi M.A., Abdullah M.A., et all.  , 2003;  Svetlana R.J., Sefedin F., Sehovic, N.T., et all.    ,2012; Bhardwaj A., Gandhi R.K.; Khanduja K.L., 2001; Shen Jian et all.1997 ;  Malterud K.E., Farbrot T.L., Huse A.E., Sund R.B., 1995; Tzeng T.F., Lu H.J.., Liou S.S., Chang C.J., Liu I.M..,2012; Pharmazie Scheibler P.  . 1997; Yen G.-C.; Duh P.-D., Chuang D.-Y.2000; Singh R., Geetanjali Chauhan S.M., 2004).  По этому гистохимическое исследование ализаринового красного С,  в качестве цитологических красителей клеток,  выявляющих специфические процессы в коррекции биофлавонидами и дигидрокверцетином адаптации и патологии  обладает фундаментальной значимостью, для морфологии, физиологии, медицины. Учитывая высокую информативность кристаллографического исследования нативных биологических жидкостей, можно предположить, что способ кристаллографического исследования цитологических мазков и гистологических срезов органов может претендовать на роль гистохимической нормы. Мы считаем, что для гистохимии арборизация-кристаллизация биологических жидкостей, которая развивается в гипотонических условиях в случае патологии, гормональных реакций, имеет принципиальное значение, так как  доказывает фундаментальный характер отложения продукта гистохимической реакции на  биоструктурах. Считается, что тепловое движение фосфолипидов цитологических мембран, является ведущим молекулярным механизмом адаптации (Хочачка П., Сомеро Дж. 1988, Луценко М.Т.; 1999). В связи с этим обращает нас себя внимание, что, по мнению большинства авторов, в отношении теплового движения молекул, арборизация биологических жидкостей является энтропийным процессом (Шатохина С.Н., Зенгер В.Г., 2004). В отличие от мнения большинства исследователей о том, что натрий хлорид является основным фактором симптома арборизации биологических жидкостей, мы установили выраженную кристаллизацию гипотонических смывов назального секрета, орального секрета в случае воздействия общего охлаждения на организм человека. С нашей точки  зрения проблема кристаллографического исследования биологических жидкостей человека является перспективным фундаментальным направлением современной морфологической и клинико-лабораторной диагностики  здоровья, который по своей информативности приближается информативности   исследования ядрышка и митотического деления клетки. Таким образом, сейчас появилась возможность объяснить ряд гистохимических реакций ввиду  того, что сейчас появились новые данные: а) о свойствах биофлавонидов к образованию хелатных соединений с ионами ряда металлов; б) антиоксидантных свойствах ализаринового красного С;   в) нанокристаллах; г) нанобактериях.


Рис. № 1. Гранулярное окрашивание эритроцитов в случае реакции Стиасни-Ванилин. Коррекция дигидрокверцетином общего охлаждения крыс в течение 3 месяцев. Фиксация в парах формалина. Мазок периферической крови крыс. Ув 1250.
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Рис. 2. Полихроматофильные эритроциты периферической крови крыс подвергнутых холодовому стрессу в течение трех месяцев. Эритроциты слабо-окрашены нитратом серебра. Фиксация в парах формалина. Окр. метод Chinoy N. J.  1969 и докрашена Азуром. Ув.1250.



Рис. 3. Гранулярное окрашивание эритроцитов и сегментоядерного лейкоцита периферической крови крыс при коррекции дигидрокверцетина холодового стресса в течение трех месяцев. Эритроциты слабо-окрашены нитратом серебра. Фиксация в парах формалина. Окр. метод Chinoy N. J.  1969 и докрашена Азуром. Ув.1250.



Рис. 4. Гранулярное окрашивание эритроцитов и лимфоцитов периферической крови крыс при коррекции дигидрокверцетина холодового стресса в течение трех месяцев. Эритроциты слабо окрашены нитратом серебра. Фиксация в парах формалина. Окр. метод Chinoy N. J.  1969 и докрашена Азуром. Ув.1250.
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Рис. № 5. Окрашивание ализарином ядра лейкоцитов. Коррекция дигидрокверцетином общего охлаждения крыс в течение 3 месяцев. Фиксация в парах формалина. Мазок периферической крови. Окрашивание по Мак-Ги Расселу. крыс. Ув 1250.


 

Рис. № 6. Окрашивание ализарином цитоплазмы лейкоцитов. Коррекция дигидрокверцетином общего охлаждения крыс в течение 3 месяцев. Мазок периферической крови. Влажная окраска спиртовым раствором ализаринового красного С (ЦНИЛ). Ув 1250.



Рис. № 7. Гранулярное окрашивание эритроцитов. Коррекция дигидрокверцетином холодового стресса. Мазок периферической крови. Влажная окраска спиртовым раствором ализаринового красного С. Ув 1250.



Рис. № 10. Гранулярное окрашивание эритроцитов. Коррекция дигидрокверцетином холодового стресса. Мазок периферической крови. Влажная окраска спиртовым раствором ализаринового красного С при использовании в качестве протравы бихромата калия (ЦНИЛ). Ув 1250.



Рис. № 8. Клетка плоского эпителия содержащегося в оральном секрете человека при воздействии низких температур на организм. В цитоплазме обнаруживаются включения содержащие кальций и железо. Витальная окраска ализариновым красным С. Увеличение 1250. 



Рис. № 9. Арборизация назального секрета. Отложение округлых кристаллов сурьмянокислого Na+ на поверхности кристаллов  в гипотоническом мазке назального секрета человека при воздействии низких температур на организм. Фиксация в парах формалина. Окраска по пироантимонатом калия. Увеличение 1250. 

  

Рис. № 11. Отложение Na+  , кальция и др. на поверхности  колоний микроорганизмов   в гипотоническом мазке орального секрета человека при воздействии низких температур на организм. Окраска по пироантимонатом калия. Фиксация в парах формалина. Увеличение 1250.

 
 

Рис. № 12. Отложение цинка и др.  и др. на поверхности  колоний микроорганизмов   в гипотоническом мазке орального секрета человека при воздействии низких температур на организм. Окраска дитизоном. Увеличение 125.
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Рис. № 13.  Выраженная арборизация мокроты. Отложение микроорганизмов на поверхности клеток плоского эпителия. Мазок мокроты пациента с хронической обструктивной болезнью легких.  Фиксация в парах формалина. Увеличение 1250. 



Рис. № 14. Обработанный концентрированной соляной кислотой мазок бронхоальвеолярного лаважа пациента с хронической обструктивной болезнью легких (Кристаллы мочевой кислоты, натрия хлорида. Неокрашенный препарат, фиксация в парах формалина. Отмыт бидистиллированной водой и ацетоном. Увеличение 100



Рисунок № 15 . Обработанный концентрированной соляной кислотой мазок бронхоальвеолярного лаважа пациента с хронической обструктивной болезнью легких Неокрашенный препарат фиксация в парах формалина. Отмыт бидистиллированной водой.  Увеличение 100.
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Рисунок № 16. Гипотонический мазок назального секрета здорового человека (кристаллы цистеина) обработанный концентрированной соляной кислотой. Окрашенный краской Романовского-Гимза препарат, фиксация в парах формалина. Отмыт бидистиллированной водой и ацетоном.  Увеличение 100.


 
 Рисунок № 17. Обработанный концентрированной соляной кислотой мазок БАЛ человека с острой пневмонией (кристаллы урата аммония). Окрашенныйкраской Романовского-Гимза препарат, фиксация в парах формалина. Контроль. Отмыт бидистиллированной водой.  Увеличение 100.
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Рис. № 18. Клетки многослойного плоского эпителия  в гипотоническом  мазке орального секрета человека при воздействии низких температур на организм. В цитоплазме содержатся  базофильные тельца. Фиксация в парах  формалина. Окраска по Романовскому-Гимза. Увеличение 1250. 



Рисунок № 19.  Обработанный концентрированной соляной кислотой мазок БАЛ человека с ХОБЛ (кристаллы уратов и -слабо базофильные). Окрашенный краской Романовского-Гимза препарат, фиксация в парах формалина. Отмыт бидистиллированной водой.  Увеличение100.
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Рис. № 20. Отложение сферолитов

 на ороговевшей эпителиальной клетке  в гипотоническом мазке назального секрета человека при воздействии низких температур на организм. Фиксация в парах формалина. Окраска по Романовскому Гимза. Увеличение 1250. 

II. Методы гистохимического исследования кальция, железа,  натрия, цинка  др. и витаминов в организме.
  Метод выявления: ионов неорганического железа в легких.  

Реактивы:

1)    а) 1% раствор желтой кровяной соли-реакция берлинской лазури –обнаружение трехвалентного железа; б) 1% раствор красной кровяной соли –реакция турнбулевой сини- обнаружение двухвалентного железа

2)     0,1 н. раствор соляной кислоты (8,2 мл концентрированной соляной кислоты  развести дистиллированной водой до 1 л.)

Ход окраски:

1)     Тонкие кусочки легких (фиксированные в формалине) сразу после быстрой отмывки во влажном виде помещают в смесь равных частей а) раствора соляной кислоты и б)  раствора красной кровяной соли или б) желтой кровяной соли.

2)     Бюкс или пенициллиновый пузырек с указанной смесью и кусочком легких держат в водяной бане или термостате при температуре  50-560 С  в течение суток (ну там будет эмпирика конечно).

3)     После окрашивания кусочки, промываются сначала 0,1 н. раствор соляной кислоты, а затем в дистиллированной воде в течение нескольких часов 

4)     После промывания из тонких кусочков легких на замораживающем микротоме изготавливаются криостатные срезы. После тщательной промывки реакция окрашивания прекращается, в то же время, учитывая, что  следует при очень низкой температуре криостата (от  минус 200 С, до минус 400 С), что с нашей точки зрения полностью препятствует взаимодействию остатков реактива гексацианоферрата  калия с поверхностью ножа.  Докрашивать эти срезы нет необходимости, поскольку гексацианферраты способны диффузно окрашивать клетки при таком режиме. 

Метод выявления ионов неорганического железа: на мазках крови, назального, орального секрета  фиксированных в парах формалина.

Реактивы:      а) 1% раствор желтой кровяной соли-реакция берлинской лазури –обнаружение трехвалентного железа; б) 1% раствор красной кровяной соли –реакция турнбулевой сини- обнаружение двухвалентного железа

2)     0,1 н. раствор соляной кислоты (8,2 мл концентрированной соляной кислоты  развести дистиллированной водой до 1 л.).
Ход окраски: на мазках крови, назального, орального секрета  фиксированных в парах формалина помещают в реактив 1 или 2 на 10 минут при температуре  50-560 С.  В случае необходимости мазки подкрашивают сафранином или основным фуксином.
Гистохимические методы окрашивания  раствором азотнокислого серебра клеток и тканей легких, периферической крови. 

а) Метод фон Косса (по  Culling C. F. A. 1974, Пирс Э.1962)

Реактивы:

1) 5% р-р Нитрата серебра в дистиллированной воде.
2) 5% р-р Натрия тиосульфат 5 г в дистиллированной воде.
Ход методики: 5 мкм парафиновых срезах нейтральной буферной фиксированных формалином тканей подходит. Другие фиксаторов, вероятно, будут удовлетворительными, хотя те, которые содержат сильные кислоты, может удалить некоторые отложения кальция ..
1. Принесите срезы дистиллированной воды через ксилол и этанол.
Поместите разделы квартиры на подходящую опору (стеклянные палочки в чашку Петри).
3. Окрашивание  раствором серебра.
4. Необходимо подвергать срезы воздействию сильных, прямых солнечных лучей в течение 15-60 минут. Если это невозможно, необходимо использовать ультрафиолетовый свет на расстоянии около 5 см.  (По данным Лили метод фон Косса для окрашивания костной ткани продолжается в течение 24 часов).

5. Препараты необходимо промыть дистиллированной водой, чтобы удалить все следы нитрата серебра.
6. Промывка материала  в тиосульфате в течение 5 минут.
7. Затем промывка препаратов с проточной водой в течение 5 минут.
8. Контрастирующая окраска  препаратов проводится нейтральным красным.
9. Проводка через спирты, ксилол, заливка  в кедровый бальзам.
Примечания
1. Время воздействия света можно определить визуально. Раствор серебра может быть удален, когда депозиты кальция будут отчетливо черные.
2. Для повышения уверенности, почерневшие материала кальция, повторяющийся раздел можно  дифференцировать с 0,5% водным раствором соляной кислоты в течение нескольких минут..
3. Для удаления кальция Пирс рекомендует 0,1 н. цитратный буфера рН 4,5 применяется в течение 20 минут для этих целей.
Суправитальное окрашивание спирт-ацетатном растворе  азотнокислого серебра криостатных срезов  легких по методу N. J. Chinoy1969.

Реактивы: 5 % р-р азотнокислого серебра в спирт-ацетате. К 80 мл 96 этиловому спирт добавляется 20 мл ледяной уксусная кислота, 5 гр. нитрата серебра, учитывая, что этиловый спирт легче воды получается 70% раствор этанола. Нитрат серебра плохо растворяется в спирт-этаноле,  поэтому полученный раствор тщательно размешивается, без нагревания, сразу используется для проведения гистохимической реакции. Лабораторная посуда  тщательно промывается в горячем хромпике.

Этапы окрашивания

Тонкие кусочки легких экспериментальных животных без фиксации помещаются  на 24 часа в спирт-ацетатный р-р нитрата серебра. Окрашивание проходит при температуре 50 С.

После окрашивания кусочки легких быстро промываются в дестилированной воде. Затем кусочки легких в течение двух часов промываются в растворе гипосульфите. После изготовления криостатные срезы прикрепляются на предметные стекла, покрытые желатиной. После высыхания препараты повторно промываются в гипосульфите натрия.

Затем быстро промываются в спирт – ацетате без нитрата серебра. После высыхания препаратов, срезы заключаются в канадский бальзам, и на них наносятся предметные стекла.

Метод окрашивания в спирт-ацетатном растворе  азотнокислого серебра мазков периферической крови, фиксированные в течение 20 минут в парах формалина (ЦНИЛ  АГМА). 

Ход методики: Используются толстые мазки периферической крови. Реакция проводится сразу после фиксации в парах формалина.  На мазки наноситься  спирт-ацетатный р-р нитрата серебра. Окрашивание проводится в течение одного часа при температуре 40 С. 

После окрашивания  мазки периферической крови быстро промываются в дистиллированной воде. Затем мазки крови в течение 20 минут промываются в растворе гипосульфите. Затем быстро промываются в спирт – ацетате без нитрата серебра. Следующий этап заключается в быстром (5-10 секунд) окрашивании мазков в р-ре Азур -2 по Нохту (1:1000), которые так же быстро ополаскиваются в дистиллированной воде. Сразу после высыхания,  препараты микроскопируют под иммерсионным объективом, срезы заключаются в канадский бальзам, и на них наносятся предметные стекла.

Методы исследования окислительного стресса с помощью гистохимического окрашивания в клетках кровеносных сосудов респираторного отдела легких ионов кальция, железа  и др. микроэлементов ализариновым красным С.

А) Методы гистохимического окрашивания клеток и тканей организма  ализариновым красным С. 
А) Окрашивание костной ткани ализариновым красным С (по Лили  Р., 1969)

Этом метод является классическим доказательством того, что ализариновый красный С окрашивает соли неорганического кальция, который сохранил свое значение и сейчас. Экспериментальным животным дважды в неделю внутрибрюшинно вводится раствор  ализаринового красного С, из расчета 200 мг на кг.  После двух-трех недельного курса инъекций кости окрашиваются в красный цвет. 

 Окрашивание ализариновым красным С по Мак Ги Расселу (Dahl,s) по (Лупа 1978, Саркисову Л.С. 1996).

Реактивы:  в 2% раствор  ализаринового красного С добавляют слабый раствор  аммиака – 1:100, доводя  рН до 4,1-4,3. 

1. Материал фиксируют в формалине или формалин-этаноле,  заливают в парафин

2. Депарафинированные  срезы помещают в 50% спирт

3. Быстро промывают дистиллированной водой

4. Под контролем микроскопии окрашивают ализариновым красным С в течение 30 с .- 5 мин.

5. Срезы без промывания подсушивают  фильтровальной бумагой

6. помещают в абсолютный ацетон на 10-20 с.

Метод окрашивания клеток ализарином синим  (Роскин Г.И., Левинсон Л.Б. 1957).
Реактивы: Растворяют 10 г сернокислого алюминия в 100 см.3 воды; при кипячении добавляют 0,5 г кислого ализаринового синего и через 5—10 минут остужают и фильтруют. 

Ход реакции: Срезы окрашивают 5 минут (до диффузной фиолетовой окраски тканей), споласкивают дистиллированной водой и кладут в 6-процентную фосфорновольфрамовую кислоту на 30 минут, где срезы краснеют. Затем тщательно промывают дистиллированной водой, переносят на 1 минуту в 96-процентный спирт, абсолютный спирт 3—5 минут, ксилол, бальзам. Ядра — ярко-красные, плазма — синевато-красная, мускулатура — красная, соединительная ткань — бесцветная. Если срезы дифференцировать 2—5-процентной фосфорномолибденовой кислотой, то (после формалина и смеси Ценкера) ядра принимают синий цвет, мускулатура — темно-синий, эритроциты— черно-синий цвет. Соединительную ткань можно докрасить в зеленый цвет 0,05-процентным раствором ализарин-виридина (2—5 минут). Можно, также докрашивать смесью анилинового синего и оранжа G (по Маллори). Кислый а л и з а р и н о в ы й синий является, по ведущего гистохимика Роскина Г.И.  мнению, лучшим красителем для гладкой и поперечно-полосатой мускулатуры; одновременно хорошо окрашиваются ядра. С нашей точки зрения это надо делать на оборот. Поскольку алюминий может протравить места селективного окрашивания ализарином ионов железа и кальция. 

Г) Способ окрашивания криостатных срезов нефиксированных легких спиртовым раствором ализаринового красного С.  . 

Криостатные срезы легких прикрепляются на предметные стекла, покрытые желатином.  Срезы легких на предметных и покровных стеклах помещают в стеклянный стаканчик, заполненный 5% спиртовом растворе ализаринового красного С. Окраска и фиксация мазков крови проводится  при комнатной температуре на протяжении 5 минут (время подбирается эмпирически).  

После окрашивания мазки крови быстро ополаскиваются ацетоном, затем  их необходимо на 5 минут поместить в пары аммиака, затем микроскопировать. 

Суправитальный (влажный ) способ окрашивания легких спиртовым раствором ализаринового красного С (ЦНИЛ АГМА).

При суправитальном (влажном) методе окрашивания тонких кусочков легких  ализариновым красным С, гистохимическая реакция проводилась в 5% спиртовом растворе ализаринового красного С. Окраска проводится  при комнатной температуре на протяжении 24 часов (время эмпирика). Промывают кусочки легких в течение двух трех часов в ацетоне. Затем изготавливаются на замораживающем микротоме   криостатные срезы.  Учитывая рекомендации Роскин Г.И., Левинсон Л.Б. мы разработали два похода изучению локализации продуктов окрашивания ализариновым красным срезов легких экспериментальных животных.

После получения срезов на замораживающем микротоме, срезы приклеиваются на желатинизированные предметные стекла, затем  их необходимо на 5 минут поместить в пары аммиака, затем микроскопировать. 

В случае необходимости уточнения локализации продуктов реакции,  срезы можно слегка окрашивать гематоксилин-хромовые квасцы.

 После получения срезов на замораживающем микротоме, срезы приклеиваются на желатинизированные предметные стекла, быстро ополаскиваются в 5% р-ре бихромат калия, затем  их необходимо на 5 минут поместить в пары аммиака, После чего краситель становится ярко красным, затем микроскопировать. 

Суправитальный (влажный ) способ окрашивания мазков периферической крови легких спиртовым раствором ализаринового красного С (ЦНИЛ АГМА).

При суправитальном (влажном) методе окрашивания мазков периферической крови ализариновым красным С проводилась в 5% спиртовом растворе ализаринового красного С. Мазки крови на предметных и покровных стеклах помещают в стеклянный стаканчик, заполненный 5% спиртовым растворе ализаринового красного С. Окраска и фиксация мазков крови проводится  при комнатной температуре на протяжении 5 минут (время определяется эмпирически).  Учитывая рекомендации Роскин Г.И., Левинсон Л.Б. (1957), мы разработали два похода изучению локализации продуктов окрашивания ализариновым красным мазков крови экспериментальных животных.

А) После окрашивания мазки крови быстро ополаскиваются ацетоном, затем  их необходимо на 5 минут поместить в пары аммиака, затем микроскопировать. 

В случае необходимости уточнения локализации продуктов реакции,  мазки крови можно слегка окрашивать гематоксилин-хромовые квасцы.

Б) После окрашивания мазки крови быстро (5-10 секунд) ополаскиваются быстро ополаскиваются в 5% р-ре бихромат калия, потом быстро, но тщательно промываются в дистиллированной воде (от 5 до 30 секунд), затем мазки крови сушатся на воздухе, после высушивания   их необходимо на 5 минут поместить в пары аммиака, (после чего краситель становится ярко красным) затем микроскопировать. 

Метод витального окрашивания  ализариновым красным С клеток, содержащихся в оральном секрете-в пробирке(ЦНИЛ АГМА).
Реактивы: 0,2% водный раствор ализариновый красным С, он изготавливается путем десятикратного разбавления  2% спиртового раствора ализаринового красного С.  

Ход окрашивания: Гипотонический оральный секрет собирается в центрифужную пробирку, затем центрифугируются  при 1000 оборотах в течение 10 минут. Полученный осадок. клеток отделяется от жидкой части слюны, потом на него наносится 5 мл  дестилированной воды, с целью его отмывания от жидкой фазы секрета, затем снова центрифугируется с целью формирования клеточного осадка, после центрифугирования  супернатант отсасывается микропипеткой. Затем на клетки, содержащиеся в пробирке наносится   5 мл 0,2% водного раствора ализаринового красного С. Процесс окрашивания происходит в течение 20—30 минут.  Затем, после этого взвесь клеток орального секрета в пробирке, снова центрифугируются, клеточный осадок отмывается 10 мл дистиллированной водой от красителя. После повторного центрифугирования, клеточный осадок ресуспендируется в 3 мл дистиллированной воды, после чего из взвеси окрашенных клеток изготавливается мазок. После высыхания мазка, его обрабатывают в парах формалина. После чего краситель становится ярко красным.

Метод окраски мазков клеток периферической крови содержащих биофлавоноиды по Стиасни с ванилином (ЦНИЛ АГМА).
Реактивы: 6% раствор  ванилина в 0,25 н соляной кислоте. Ванилин растворяют в водяной бане. 

Ход методики: Мазки периферической крови фиксируются в парах формалина. Потому что при температуре 50 С. Окрашиваются 6% раствор  ванилина в 0,25 н. соляной кислоте. Быстро ополаскиваются в дистиллированной воде, мазки осторожно (по краям предметного стекла) сушатся фильтровальной бумагой, после высыхания сразу микроскопируют, поскольку реакция не стойкая.

Способы химического анализа содержания в растительном сырье конденсированных дубильных вещества: производные флаванолов- 3; производные флавандиолов,  производные оксистильбенов. 

Предполагаемый механизм окрашивания  дубильных веществ и биофлавоноидов  в растительных клетках.
Известно более 6500 флавоноидов. Общепринятая классификация флавоноидов предусматривает их деление на 10 основных классов, исходя из степени окисленности трех-углеродного фрагмента. В тоже время особенности метаболизма этих веществ в организме теплокровных  не достаточно изучены. Ввиду этого мы обратили внимание на то, что для ряда этих веществ, разработаны химические цветовые реакции: (Коренская И.М., Ивановская Н.П., Измалкова И.Е., 2007,Лазурьевский В. Г.. 1966., Харборн
Дж, 1968, Чекалин М. А., Пасеет Б. В., Иоффе Б. А., 1972). В классических руководствах для обнаружения полифенолов, флавоноидов, катехинов в растительном сырье содержащих дубильные вещества используют следующие реакции:


Реакции, позволяющие определить группу дубильных веществ.

1.Реакция Стиасни – с 40 % раствором формальдегида и концентрированной HCl  -

Конденсированные дубильные вещества  образуют  осадок кирпично-красного цвета

2.Бромная вода  (5 г брома в 1 л воды) - к 2-3 мл испытуемого раствора прибавляют по каплям бромную воду до появления в растворе запаха брома; в случае присутствия конденсированных дубильных веществ образуется  оранжевый или желтый осадок. 

3. Окрашивание с солями трехвалентного железа, железоаммонийными квасцами  – 

черно-синее (дубильные вещества гидролизуемой группы, которые являются производными пирогаллола)  или черно-зеленое (дубильные вещества конденсированной группы, которые являются производными пирокатехина).

4.Катехины дают красное  окрашивание с ванилином  (в присутствии концентрированной  HCl или 70 %-ной H2SO4 развивается яркая красная окраска).

 С 10 %-ным раствором среднего ацетата свинца (одновременно добавляют 10 %-ный раствор уксусной кислоты)  образуется белый осадок, нерастворимый в уксусной кислоте – дубильные вещества гидролизуемой группы (осадок отфильтровывают и в фильтрате определяют содержание конденсированных дубильных веществ), с 1 %-ным раствором железоаммонийных квасцов – черно-зеленое окрашивание); белый осадок, растворимый в уксусной кислоте – дубильные вещества конденсированной группы.

11. При взаимодействии с 5% бихроматом калия  образуется желто-коричневый осадок.

12. Для идентификации отдельных соединений используют хроматографический анализ, рассматривая  в УФ-свете. Обработку хроматограмм производят раствором железа хлорида или ванилиновым реактивом


Реакция с 1 %-ным спиртовым раствором железоаммониевых квасцов или ванилином является фармакопейной, проводится с отваром из растительного сырья. 

Метод окраски мазков гипотонического смыва назального и орального секретов фиксированных в парах формалина, окрашенных по Романовскому – Гимза в целях оценки симптома арборизаци.
У здоровых лиц сразу после воздействия низкой температуры окружающей среды на организм из нижнего носового хода с помощью ватной палочки извлекали носовой секрет. В целях потенцирования носового секрета ватную палочку смачивали дистиллированной водой. Затем ватной палочкой назальный секрет наносили на предметное стекло, на подложку из алюминиевой фольги. Предметные стекла, и алюминиевая фольга предварительно прогреваются в термостате при температуре 370С. Мазки, так же высушиваются в термостате при температуре 370С. После высыхания жидкости, сухой остаток изучался под световым микроскопом и с помощью сканирующего электронного микроскопа S-3400 Hitachi (Япония). Мазки клеток назального секрета фиксировали в парах формалина, окрашивали по Романовскому-Гимза. 

Дополнительно изучается секрет ротовой полости: утром натощак пациент поласкает рот 100 мл дистиллированной воды в течение 2 минут для освобождения полости рта от остатков пищи. Через 15 минут проводили, повторное тщательное полоскание полости рта дистиллированной водой (10 мл). Из промывной жидкости делают  мазки на предметном стекле и на подложке из алюминиевой фольги. Морфометрический анализ кристаллографической картины проводился на микрофотографиях. Степень выраженности симптома папоротника определяется балами: 0 балов (-) - кристаллизация отсутствует, слизь аморфная; 1 бал (+) - кристаллизация со смазанным нечетким рисунком в виде отдельных стеблей и игл кристаллов; 2 бала (++) - четко выраженная структура листа папоротника с тонким и ясным рисунком; 3 бала (+++) - крупные кристаллы, массивные стебли, ветви расходятся под уг​лом 90°.
Гистохимические подходы  выявления антимонатом  ионов натрия, кальция, железа, цинка в назальном и оральном секретах человека.
Светооптический способ модификация метода окраски пироантимонатом калия назального и орального секретов по Сина, Мидузухира, Амакава, и Футэсаку.

Реактивы: 1 мл 4% водного раствора тетраоскида осмия и 3 мл 2% пирогексаантимонгата калия (растворяют при кипячении, затем охлаждают) и в случае необходимости доводят раствор до рН 7,4  0,01 н уксусной кислотой.

Ход окраски: Мазки назального и орального секрета после высыхания фиксируются в парах формалина. Затем при комнатной температуре мазки окрашиваются антимонатом калия и осмия в течение 1-2 часов. После окрашивания мазки промываются дистиллированной водой. Учитывая, что осмиевая кислота (тетраоксид осмия является ядом, мы рекомендуем накрывать мазки биологических жидкостей покровным стеклом). 

Метод витальной окраски клеток орального секрета дитизоном в пробирке

Реактивы: 0,2% водный раствор дитизона, он изготавливается путем десятикратного разбавления  1 % спиртового раствора дитизона.  Для приготовления основного 1%-го водно-аммиачного раствора дитизона для инъекций в колбу с притертой пробкой наливали 45 мл  50% этанола, добавляли 0,9 мл 25%-го раствора гидроокиси  аммония и 600 мг дитизона. Смесь перемешивали на водяной бане (70 °С) в течение 10 мин, затем фильтровали через беззольный фильтр. Рабочий 0,2%-й раствор дитизона для цитохимических исследований готовили пятикратным разбавлением дистиллированной водой основного раствора. Поскольку дитизон растворим в воде при щелочных значениях среды, для его растворения воду подщелачивали раствором гидроокиси аммония. Известно, что водно-аммиачный раствор, на основе которого изготавливался раствор дитизона не вызывает изменений в клетках (Ещенко Ю.В., 2011).

Ход окрашивания: Гипотонический оральный секрет собирается в центрифужную пробирку, затем центрифугируются  при 1000 оборотах в течение 10 минут. Полученный осадок клеток отделяется от жидкой части слюны, потом на него наносится 5 мл  дистиллированной воды, с целью его отмывания от жидкой фазы секрета, затем снова центрифугируется с целью формирования клеточного осадка, после центрифугирования  супернатант отсасывается микропипеткой. Затем на клетки, содержащиеся в пробирке наносится   5 мл 0,2% водного раствора дитизона. Процесс окрашивания происходит в течение 20—30 минут.  Затем, после этого взвесь клеток орального секрета в пробирке, снова центрифугируются, клеточный осадок отмывается 10 мл дистиллированной водой аммиака от красителя. После повторного центрифугирования, клеточный осадок ресуспендируется в 3 мл дистиллированной воды аммиака, затем из взвеси окрашенных клеток изготавливается мазок. После высыхания мазка, его отмывают в ацетоне. После чего мазко быстро окрашивают (5-10 секунд) в р-р азур 2 по Нохту.

III. Предполагаемые механизмы методов гистохимического исследования неорганического кальция, железа   и витаминов в кровеносных сосудах респираторного отдела легких и в клетках периферической крови при коррекции экспериментального стресса дигдрокверцетином.
С точки зрения ведущих специалистов в области морфологии адаптационных процессов и патологии современные представление о структурном гомеостазе, как показателе целости тканей, органов, функциональных систем организма исходят из гистофизиологического определения адаптации, регенерации, пат. анатомического определения дистрофии,  атрофии, некроза, склероза, и др.,  а так же  хирургического определения травмы, раны, ссадины, кровоподтека, кровоизлияния, язвы и др.. В случае стресса, так же развивается изъязвление слизистых оболочек. ( А. И. Струкова, В. В. Серова, Д. С. Саркисова,  1990; Под ред. Т. Е. Ивановской, Б. С. Гусман, 1981; Саркисов Д. С., 1977; Саркисов Д. С., 1970; Саркисов Д. С., Аруин Л. И., Туманов В. П.., 1983; Саркисов Д. С., Пальцев М. А., Хитров Н. К.., 1997; Струков А. И., Серов В. В., 1995;  Г. И. Лазюка., 1991. По данным Струкова А.И. 1995, при дистрофических состояниях в результате повреждения тканей происходит спазм, тромбоз кровеносных сосудов, агрегация и выход эритроцитов за пределы кровеносного русла. После гемолиза эритроцитов, в тканях накапливается гемоглобин, который в течение 5-6 дней превращается в метгемоглобин, вердхромоген, а затем биливердин и билирубин.  Продукты распада эритроцитов, а именно неорганическое железо формируют катаболический ферритин, который является, составной частью пигмента гемосидерина, другая часть неорганического железа, возвращаясь в красный костный мозг, превращается в анаболический ферритин, который участвует в синтезе гемма. SS-ферритин (окисленный ферритин) — ферритин, присутствующий в организме в нормальных условиях (при достаточном обеспечении тканей кислородом). SH-ферритин (восстановленный ферритин) образуется при тяжёлой гипоксии. Он обладает выраженным сосудорасширяющим действием (антагонист адреналина) и способствует развитию артериальной гипотензии (Авцын А. П., Шахламов В. А.., 1979;Давыдовский И. В., 1969; Калитеевский П. Ф. 1987; Д. С. Саркисова и Ю. Л. Перова.— М., 1996;. А. И. Струкова, В. В. Серова, Д. С. Саркисова, 1990; Т. Е. Ивановской, Б. С. Гусман, 1981; Серов В. В., Пауков В. С., 1975.ru/; Струков А. И., Серов В.В., 1995). Ввиду этого, в настоящее время большое клинико-морфологическое значение приобрели методы гистохимического окрашивания  основанные на выявлении ионов неорганического железа, и др. микроэлементов  в составе пигмента гемосидерина, в эритроцитах, эритроидных клетках, макрофагах. Учитывая важное значение  общего и местного гемосидероза, наряду с реакций берлинской лазури и реакцией Тирмана, Саркисов Д.С и др., 1996 выделяет реакцию турнублевой сини в отдельную гистохимическую реакцию выявляющею ионы двухвалентного железа. Гистохимическое выявление  двух валентного и трехвалентного железа в легких экспериментальных животных проводится с помощью жёлтой кровяной соли (Гексацианоферрат(II) калия (железистосинеродистый калий, ферроцианид калия, гексацианоферрат калия) комплексное соединение двухвалентного железа K4[Fe(CN)6], существующее обычно в виде тригидрата K4[Fe(CN)6]·3H2O) и красной кровяной соли   (Железосинеродистый калий— Гексацианоферрат (III) калия). Гексацианоферрат (III) калия (железосинеродистый калий, феррицианид калия, гексацианоферрат калия) комплексное соединение трёхвалентного железа K3[Fe(CN)6] это сильный яд. Принцип гистохимического выявления гемосидерина основан на образовании продукта окрашивания железа в ходе реакции турнбулевой сини и берлинской лазури представленном зернышками синего цвета в клетках, кровеносных микрососудах и межклеточном веществе. В процессе фиксации, обезвоживания, заливки органов и клеток при изготовлении цитологических и гистологических препаратов часть веществ теряется в результате растворения в реактивах  или в результате окисления. Кроме того, срезы во время окрашивания могут отсоединиться от предметных стекол.  По этому с нашей точки зрения окрашивание органов можно производить влажным методом в пробирке. Мы считаем, что такой подход исследования влажных препаратов легких относиться к суправитальным методам окрашивания. Легкие фиксируются в формалине, по этому необходимо уделить внимание промыванию кусочков, после фиксации  кусочки легких отмываются от формалина в спиртах и дистиллированной воде.  Необходимость отмывки в спиртах так же заключается в дополнительной постфиксации легких, из которых в последующем будут изготавливаться криостатные срезы. С нашей точки зрения этап промывки в спиртах лучше избегать, так как удлиняется процесс замораживания кусочков в криостате. В процесс фиксации легких в формалине образуется дополнительные гемминовые пигменты, которые препятствуют обнаружению соединений железа, в то же время эти пигменты обладают псевдопероксидазной  активностью.   По нашим данным реакция турнбулевой синь дает более надежные результаты, чем берлинская лазурь, поскольку последняя в случае патогенного влияния внешней среды на организм позволяет выявлять очень грубые осадки, которые препятствуют микроскопии. Реакция Турнбулевой сини является более чувствительной. При этом по данным Луппа Х., 1980;  Саркисова Д.С., 1996,  реакцию образования Турунбулевой сини следует отличать от реакции Тирмана, которую используют, для изучения общих запасов железа используется. Реакция Тирмана выявляет все железосодержащие пигменты. Тканевый срез при этом сначала обрабатывается восстановителем (например, сульфидом аммония), после чего окрашивается красной кровяной солью. Трёхвалентное железо гематинов под влиянием восстановителя превращается в двухвалентное, а красная кровяная соль окрашивает все железосодержащие соединений в синий цвет (образовавшееся вещество синего цвета называется турнбуллева синь). Обычно реакцию Тирмана использует вместе реакцией Перлса для диагностики гемосидероза, выявления запасов железа в случае его дефицита. Перед, изготовлением срезов, кусочки органов необходимо тщательно промыть. Потом заморозить в морозильнике микротома. В силу чувствительности реакции кусочки органов необходимо приклеивать к препаровальному блоку в замороженном виде. Поскольку после изготовления срезов на замораживающем микротоме, срезы помещают вводу для расправления и приклеивания к предметному стеклу,  замороженные срезы необходимо снимать с бритвы микротоме  стеклянной иглой, а наносить на предметное стекло пластиковой кисточкой. Для приклеивания срезов используется желатин. Заморозка органов дает наилучшие результаты, для гистохимических исследований неорганических веществ, так как появляется возможность окраски тонких кусочков органов, что исключает появление неспецифических осадков красителя. В отличие от гистологических руководств, в гематологических руководствах для выявления ионов неорганического железа с помощью реакции Тирмана, Перлса, Турнубулевой сини рекомендуют  использовать температуру 50-600 С, для выполнения  этих классические метод исследования  ионов железа методом Douglas A.S., Dacie J.V. (М.Я. Суботин, С.С. Лагучев, Т.Г. Оганесян   и др., 1954, Лупа 1980,Кост Е.А., Москва 1975; И. Бернат, 1975; Douglas A.S., Dacie J.V.,  1953; Caudill J.S., Imran H, et all.,2008; Camaschella C,  2008; Saini, N, Jacobson, JO, et all.2012; Warren D., BowanJ.R.,1961). Так же, обе реакции активно используют для гистохимического  выявления липофусцина, билирубина, меди.
По мнению  большинства, с помощью, метода фон Косса выявляется фосфат кальция. 

а) Метод фон Косса направлен на выявления фосфата кальция в гистологических препаратах путем их импрегнации раствором нитрата серебра с последующей фиксацией гипосульфитом натрия; участки, содержащие фосфат кальция, окрашиваются в черный цвет;
Метод фон Косса  является классическим гистохимическим способом окрашивания  биологических структур содержащих соли фосфата кальция (Пирс Э. 1962,C. F. A. Culling 1974). Метод фон Косса, в классическом виде предназначен  для окрашивания биоструктур содержащих фосфат кальция, а именно костной ткани. По данным Лили (1969) в этом методе используется  водный раствор  нитрата  серебра для окрашивания костной ткани. Этот метод основан на мнении, что при взаимодействии нитрата серебра с фосфатом кальция происходит образование металлического серебра.  При этом продукт реакции закрепляется после промывания гипосульфитом. В то же время  другие авторы указывает на неспецифический характер этой гистохимической реакции. По данным Гайер и др. (1974) раствор нитрата серебра  способен неспецифически окрашивать ядро, ядрышко, митохондрии клеток, выявлять ретикулярные волокна соединительной ткани, хлориды и т.д. При этом известно, что формалин и цинк участвуют в металлизации азотнокислого серебра.  В реакции 2 AgNO3 + Zn = 2Ag + Zn(NO3)2 (Пятницкий В.М., Сухан Д.В., 1975; Румянцев Д.В., 1987, Реми Г.,1966). В случае введения селенида натрия или селенит натрия в организм экспериментальных животных, приводит к появлению цинк-селен нанокристаллов в местах, где обнаруживаются слабо связанные ионы цинка. Эти нанокристаллы в свою очередь могут быть выявлены с помощью метода аутометаллографии, при котором используется  серебрение нанокристаллов.   Метод селенида натрия был введен, как инструмент для выявления цинка в синаптических пузырьках (ZEN) терминалов в центральной нервной системе, а также для визуализации ионов цинка в ZEN секреторные пузырьки, например, соматотропных клеток в гипофизе, зимогенных гранул в панкреатических ацинарных клеток, бета-клетки островков Лангерганса, клетки Панета, и др. (Danscher G, Stoltenberg M., 2005). Способность нитрата серебра окрашивать ядрышковые структуры легла в основу метода выявления ядрышкового организатора, который предложила генетик Мак-Клиннток (Ченцов Ю.С.,2004). 

Интерес к этому методу окрашивания тканей и клеток, так же обусловлен, тем, что   окрашивание аскорбиновой кислоты раствором нитрата серебра лежит в основе метода Жиру-Леблона. Глюкоза и другие альдегиды (реакция серебряного зеркала) при взаимодействии  с аммиачным раствором нитрата серебра способны восстанавливать катион серебра до металлического серебра. По данным гистохимических  и фармакопейных исследований в уксуснокислом спиртовом растворе  нитрата серебра  происходит реакция (Жиру-Леблона) взаимодействия аскорбиновой кислоты с раствором нитрата серебра, в котором  его катион восстанавливается до металлического серебра аскорбиновая  превращается кислота в  дегидроаскорбиновую кислоту. По видимому в генезе реакции следует учитывать, что 20% уксусная кислота должна хорошо растворять кристаллы фосфата кальция, при этом способствуя его извлечению из клеток. По этому аскорбиновая кислота,   в такой реакции должна активно взаимодействовать с нитратом серебра  (Chinoy N. J.  1969., Chinoy N. J. and  Sanjeevan A. G., 1978,  Chinoy N. J.1969, Nandita Shah, 1975,  Dhar, A. C.  Patel K. R. and  Shah C. K.1980;  Prasad T. K.,  Dave Y. S. and  Mehta P. M., 1981;Ravi R. Hegde,1985;  Törk I.,1970;  Bauer, M. Balogh D.  and  Kompatscher P., 1984; Claragh Healy, Mark Canney, et all., 2007). 

Ализарины, пурпурины и др. антрахиноны  это протравные красители и фармакологические вещества (Brinkworth R.I., Fairlie D.P., 1995; de Ferreyra E.C., Villarruel M.C., Bernacchi A.S., et al. 1992; Lorenz D., Lucker P.W., Krumbiege G., et al. 1985).  По мнению большинства исследователей, помощью гистохимической реакции окрашивания ализариновым красным С  выявляется кальций и железо (Роскин Г. И. и Левинсон Л. Б., 1957; Лили Р., 1969;  Луппа Х., 1980,   Саркисов Д. С. и Перов Ю.Л., 1996. Гайер Г., 1974, Лилли Р., 1980; de Ferreyra E.C., Villarruel M.C., Bernacchi A.S., et al.. 1992;Derksen G.C., Lelyveld G.P., van Beek T.A., et al.. 2004; Elbadawi A., Musto L.A., Lilien O.M., 1981; Myers H.M. 1968; Norton SA. 1998; Paul H., Reginato A.J., Schumacher, HR.. 1983; Poginsky B, Westendorf J, Blomeke B, et al. 1991; Rubin PL, Bisk F. 1969; Meloan S.N. et all. 1972; Puchtler H., Meloan S.N., Terry M.S., 1969; Puchtler H., Meloan S.N., et all. (1969). Ализарины, пурпурины и др. антрахиноны  являются производными антраценов, которые получают из растительного сырья или путем органического синтеза (Селиванов Е.В.,  2003. Hans-Samuel Bien, J. Stawitz, K. Wunderlich 2005 Wiley-V.C.H., Weinheim: 2005, Padma S. Vankar, Rakhi Shanker, Debajit Mahanta and S.C. Tiwari (2008).)  В 1868 г. немецкие химики Гребе и Либерман показали, что как ализарин, так и пурпурин представляют производные углеводорода антрацена: первый — диоксиантрахинон C14H6O2(HO)2, второй — триоксиантрахинон C14H5O2(HO)3. Эти работы послужили основанием обширной отрасли химической промышленности, производству искусственного ализарина. Исследования антраценов, и антрахинонов, ализаринов, пурпуринов в растительном сырье (марена, крушина, сена и др.) основано на реакции Борнтрейгера (Коренская И.М., Ивановская Н.П., Измалкова И.Е., 2007). Сущность метода заключается в том, что в водных щелочных отварах растительного сырья содержащего  антрацены происходит превращение антрогликозидов в антрахиноны, которые содержат фенольную группировку, феноляты приобретают в щелочной среде способность к растворению в воде. В случае подкисления раствора феноляты становятся жирорастворимыми, по этому хорошо растворяются в хлороформе, при  этом антрахиноны дают желтое окрашивание.  При встряхивании р-ра хлороформа содержащего антрахиноны с добавлением 10% аммиака  происходит вишнево-красное окрашивание антрахинонов. При этом образуется слой 1,8 диоксиантрахинонов окрашенный  вишнево-красный цвет, слой 1,4  диоксиантрахинонов окрашенных в пурпурный цвет, 1,2 диоксиантрахинонов окрашенных в  фиолетовый цвет. (Белодубровская Г.А., Березина В.С., Блинова К.Ф. и др., 2006).

По данным современных справочников по неорганической химии АЛИЗАРИНОВЫЙ КРАСНЫЙ С (ализарин С; Na-соль 9,10-дигидро-3,4-дигидрокси-9,10-диоксо-2-антраценсульфокислоты), молекулярная масса 360,28; это оранжево-желтое в-во; температура плавления 300оС; раств. в воде, этаноле, не раств. в бензоле, бензине, хлороформе. В водных р-рах рКа для ализарина красного и его однозарядного аниона соотв. 5,5 и 9,5; λmax 423 нм. Получают сульфированием ализарина. Ализарин красный С - реагент для фотометрич. определения Al, Sc, Y и F( Каррер П., 1960).

При гистохимическом исследовании механизма минерализации костной ткани, который изучался с помощью прижизненного введения ализарина красного С в организм был сделан вывод  о том, что этот реагент способен специфически окрашивать соединения кальция в организме (Kasper G., Mao L., Geissler S., Trippens J., Kuehnisch J., Perka C.,. Duda G. N,  2008).  

Поскольку этот способ окрашивания  подтверждается  при выявлении кальция фосфата раствором нитрата серебра по методу фон Косса, способ окрашивания ализариновым красным С  тканей был введен в классические и современные руководства по микроскопической технике (Лили Р., 1969,1980). Многие красители, например  гематоксилин, не способны давать окрашивание клеток без протрав, с которыми они образуют солеобразные соединения – лаки. В качестве протрав используют соли алюминия, железа, меди, хрома, молибдена, ванадия, эти вещества изменяют заряд раствора красителя, при  этом краситель приобретает новые свойства (Горбунова Т. К.2008). В случае ализаринового красного С протравами является  соли металлов: хрома, алюминия, кальция, железа, меди (K.-K. Shiu, Oi-Yin Chan, 1995; Wang  Z.,  Liu  X.,  Baeyens W.R.,  Delanghe  J.R.,  Ouyang  J., 2008; Fang-Ying Wu, Wen-sheng Liao, Yu-Mei Wu, Xiao-Fen Wan., 2008; Sangal S.P. 1965; Yadav L., Sanjay S.S., Ankit P., 2010;  Ghasemi J., Lotfi S., Safaeian M., et all., 2006; Adams M.L., O'Sullivan B., Downard A.J., Powell K.J. 2002;Wu L., Forsling W., 1992;. Иванов В.М., Адамова В.М., Фигуровская В.Н. 2010;Файн В.Я., 2004; Подчайнова В.Н., Симонова Л.Н.., 1990.; Кропачева Т.Н., Леконцева А.А., Корнев В.И., 2011). При этом по данным химических исследований предполагается, то, что взаимодействие ализаринового красного с кальцием, алюминием, медью определяется рН раствора в реакционной среде. При этом  большинство авторов, учитывая реакцию Борнтрейгера, с целью создания щелочной среды, добавляют   аммиак в раствор ализаринового красного С, с целью формирования вишнево-красного или малинового окрашивания лаков ализарина с металлами.  АЛИЗАРИНОВЫЕ КРАСИТЕЛИ, известны в качестве протрав​ных красителей. Все они закрепляются на волокнах посредством протрав, представляющих различные ме​таллические соли, и дают с ними лаки разнообразных цветов: Некоторые из них яв​ляются хромировочными, т.-е. способными после крашения закрепляться на волокне раствором бихромата калия (Каррер П.  , 1960). По этому, крупнейший специалист в области гистохимии Роскин предлагает использовать в качестве протравы алюмокалиевые квасцы для окрашивания ализарином   эритроцитов и мышечной ткани (Роскин Г. И. и Левинсон Л. Б.,1957). 

Мы провели гистохимическое исследование локализации ионов неорганического железа, кальция в органах дыхания  и в клетках периферической крови крыс подвергнутых воздействию общего в течение трех месяцев. В целях коррекции окислительного стресса части животным вводили перорально дигидрокверцетин. Условия эксперимента, в котором мы вводили перорально дигидрокверцетин  были, нами опубликованы ранее (Зиновьев С.В., 2012). С учетом рекомендаций по испытанию фармакологической активности дигидрокверцетина группы (Круглова О.Г., 2012),   мы выбрали в качестве  контрольной группы белых крыс, которых в экспериментальных условиях подвергали воздействию низкой температуры окружающей среды  в климатокамере на протяжении трех месяцев. Результаты нашего гистохимического исследования  локализации двухвалентного железа в периферических отделах легких, подтверждают  данные других авторов, которые обнаружили: гиперемию легких, диапедез эритроцитов за пределы капилляров в соединительную ткань бронхиального дерева и склероз сосудов легких в случае адаптации человека к  климату Крайнего Севера (Луценко М.Т., 1994). При влажном окрашивании гексацианфератом фиксированных в формалине легких крыс целью выявления  трехвалентного железа мы обнаружили выраженное отложение продукта реакции - берлинской лазури  в стенке кровеносных сосудов венозного русла. При этом интенсивно прокрашиваются мелкие вены и венулы легких, в которых обнаруживаются явления полнокровия. Однако ввиду интенсивного окрашивания берлинской лазури сложно оценить выраженность этой реакции в различных экспериментальных группах. При реакции турнбулевой сини наоборот, нами отмечено умеренное окрашивание легочных структур, которое отражает динамику воздействия низких температур на организм экспериментальных животных. В настоящем исследовании в случае интактных животных мы обнаруживаем в ткани легких только мелкие гранулы (0,2 мкм) турнбулевой сини в тканях легких. При гистохимическом выявлении  неорганического двухвалентного железа мы отмечаем интенсивное отложение гранул (более 0,5 мкм) турнбулевой сини в криостатных срезах тканей периферических отделов легких контрольной группы крыс, подвергнутой воздействию низкой температуры окружающей среды. По-видимому, отложение турнбулевой сини являются проявлением местного гемосидероза легких крыс. С нашей точки зрения, источником неорганического железа в ткани легкого является активный внутрисосудистый гемолиз и диапедез эритроцитов в капиллярах. При этом отмечаются явления гипертрофии эндотелиальных клеток, которые представлены округлыми комплексами мономорфных клеточных элементов расположенных рядом  с капиллярами и стенкой альвеол. В венулах и артериолах  легких происходит обильное кровенаполнение коллатералей, при этом нарушается форма сосудов (спирализация, вздутия, карманы), имеются признаки гипертрофии клеток внутренней оболочки. Рядом с сосудистой стенкой, или в просвете сосудов микроциркуляторного русла наблюдаются единичные митозы клеток. Складывается впечатление, что происходит эктопия эндотелия, при которой эти клетки проникают на внешнюю оболочку артерий. В нижних дыхательных путях скапливается бронхиальный секрет, который содержит эритроциты, и другие клетки, отмечается его кристаллизация. В случае третьей и четвертой групп экспериментальных животных  реакция турнбулевой сини в легких представлена мелкими гранулами (0,2 мкм) расположенными преимущественно в корне легких, а именно в бронхиальном секрете, в стенке бронхов, вен и периферических ветвей легочной артерии. Это можно объяснить тем, что снижается гиперемия сосудов микроциркуляторного русла легких. Учитывая очень маленький размер обнаруженных гранул, мы провели дополнительное гистохимическое исследование легких крыс. По данным Струкова А.И. (1990) гистохимическая реакция Коса на кальций  дает положительный результат в случае тромбоза сосудов человека. Обнаружено отложение ионов кальция в клетках органов дыхания и сосудах легких, периферической крови  в случае бронхиальной астмы (Кириченко В.И., Дорофиенко Н.Н. 2000). По нашим данным ализарин красный способен к селективному суправитальному окрашиванию тромбов и стенки сосудов (Зиновьев С.В. 2012). В случае экспериментального воздействия холода на организм экспериментальных животных  мы отмечаем тромбоз мелких вен и артериол. В просвете венозного русла отмечаются ярко окрашенные ализарином крупные агрегаты эритроцитов и тромбы. При окрашивании по методу фон Косса  криостатных срезов легких, отмечается неспецифическое выпадения осадка нитрата серебра по всей площади среза, что препятствует микроскопическому исследованию  органов дыхания. В такой ситуации отмечается слабое окрашивание части клеточных элементов входящих в состав стенки альвеол ацинуса легких. Учитывая аргентофилию ядрышкового организатора, гистохимический механизм метода фон Косса остается непонятным. По нашим данным  в случае  фиксации в этаноле мазков бронхоальвеолярного лаважа пациентов с хронической обструктивной болезнью легких,   с помощью раствора нитрата серебра успешно выявляется ядрышковый организатор.  При этом отмечается неспецифическое диффузное окрашивание нитратом серебра  голых ядер эпителиальных клеток, цитоплазмы цилиндрических эпителиальных клеток. В части клеточных элементов  обнаруживается гранулярное окрашивание цитоплазмы. В тоже время при этом отмечается, что нестойкий характер окрашивания ядрышкового организатора в случае промывания  мазков в гипосульфите. Ввиду того, что метод фон Коса остается не достаточно изученным, а так же учитывая, что биофлавоноиды и дигидрокверцетин участвуют в регуляции обмена аскорбиновой кислоты, мы решили использовать метод окрашивания раствором нитратом серебра в спирт-ацетата по Чойни (реакция Жиру Леблона).  Нами обнаружено, что при коррекции дигидрокверцетином холодового стресса у крыс отмечается умеренное  окрашивание ядра, и цитоплазмы незначительной части альвеолоцитов и др. клеточных элементов. При суправитальном выявлении аскорбиновой кислоты в криостатных срезах легких крыс, мы обнаружили несколько типов аргентофинных гранул, которые характеризуют присутствие аскорбиновой кислоты в тканях и клетках. При исследовании органов дыхания крыс  нами обнаружено сродство к азотнокислому серебру клеток стенки вен, клеточных элементов ацинусов  легких. Мелкие гранулы около 0,2 мкм, обнаруживаются в толстых участках срезов в составе клеток альвеол, стенок сосудов, а так же межклеточного вещества соединительной ткани легких межацинарного пространства. Крупные гранулы имеют размер более 0,5 мкм. В ряде случаев в четвертой группе экспериментальных животных мы обнаружили отложение крупных гранул аргентофинного материала в составе стенки вен легких. Крупные гранулы аргентофильного материла, характеризуют отложение аскорбиновой кислоты в клетках, локализованных в внутренней оболочки, в наружной оболочке  вен органов дыхания, а так же в ткани ацинуса легких расположенных рядом венами. В обнаруженных нами аргентофильных клетках, цитоплазма полностью заполнена крупными гранулами восстановленного серебра, которые приобретают черно-коричневую окраску, при этом окрашивается ядрышковый организатор. Раствор азотнокислого серебра способен к окрашиванию ионов кальция  в тканях. По этому, с целью контроля специфичности реакции с аскорбиновой кислотой, мы провели гистохимическое исследование с помощью окрашивания криостатных срезов ализариновым красным С. При всех методах окрашивании ализариновым красным С криостатных срезов легких отмечается сродство  этого красителя к кровеносным сосудам легких и клеткам крови). При обычном методе окрашивания криостатных срезов спиртовым раствором ализаринового красного С специфически окрашивается стенка вен легких, так же собственная пластинка слизистой оболочки бронхиального дерева. В случае общего охлаждения организма при влажном окрашивании ализарином легких в просвете венозных сосудов обнаруживаются скопления крупных гранулы красителя. При этом стенка мелких вен, так же интенсивно окрашивается ализарином. В интактной группе животных, мы обнаруживаем, что  гематоксилин, активно прокрашивает ядра клеточных элементов межальвеолярных перегородкою, в которых отсутствуют отложения ализарина. При общем охлаждении крыс, которое продолжалось в течение трех месяцев, при докрашивании этих срезов гематоксилином, обнаруживаются видоизмененные артериолы и венулы, осуществляющие кровоснабжение респираторного отдела легких.  На среднем увеличении обнаруживается  повышенный рисунок кровеносных сосудов, который отсутствует в норме. Во внутренней оболочке, этих кровеносных сосудов обнаруживается несколько слоев эндотелия,  в результате отложения ализарина эритроциты просвете сосудов окрашиваются в красный цвет. Это говорит о взаимосвязи между гипертрофией эндотелия кровеносных сосудов и их сродством  ализариновому красному С. При этом в артериолах и венулах обнаруживаются крупные оранжевые гранулы ализаринового красного С. Видоизменные артериолы легких имеют спиральную форму, что характерно для гипертензии. Раннее мы обнаружили, что при окрашивании по метод Dahl,s в модификации Мак-Ги-Рассела, ализарин демонстрирует мелкогранулярный осадок на поверхности эритроцитов периферической крови  в случае экспериментального охлаждения организма кроликов. В настоящем исследовании, замороженных срезов легких нами обнаруживается мелкогранулярное окрашивание ализарином красным С клеток крови, содержащихся в венах органов дыхания, в случае третьей и четвертой групп экспериментальных животных. В случае коррекции дигидрокверцетином при влажном окрашивании ализарином легких складывается впечатление, что катионы металлов проникают в большом количестве за пределы вен, в ткань органов дыхания, где отмечается выраженный мелко гранулярный продукт окрашивания ализарином, который отлагается на поверхности волокон и клеток соединительной ткани, а так же на поверхности клеточных элементов альвеол, бронхиального секрета. При этом ранее на мазках костного мозга, периферической крови мы изучали эритрон кроликов в случае экспериментального воздействия низких температур на организм. В данном случае при растровой микроскопии мы обнаружили  ультраструктурные проявления повреждения мембран эритроцитов, которые характерны для нарушения обмена железа (Зиновьев С.В. 1988). В такой ситуации в крови присутствуют микроциты и мишеневидные эритроциты.  В случае общего охлаждения организма в данном эксперименте при окрашивании мазков у спирт-ацетатном растворе нитрат серебра, который докрашивали в Азур 2, нами обнаружено, что  в мазках периферической крови экспериментальных животных присутствуют полихроматофильные эритроциты. Количество полихроматофильных эритроцитов  составляет от 5-10 % от всех эритроцитов. Полихроматофильные эритроциты,  отличие от нормоцитов интенсивно базофильно прокрашиваются в кислой среде Азуром II . В случае общего охлаждения крыс, которое продолжалось в течение трех месяцев в лимфоцитах отмечаются  крупные ядрышки (диаметром 0, 5-1 мкм) окрашенные азуром, в сегментоядерных лейкоцитах, так же отмечаются точечные азурофильные уплотнения хроматина, которые мы расценили как ядрышки. В цитоплазме незначительной части лимфоцитов отмечается отложение очень мелких гранул (менее 0,2 мкм) металлического серебра. У 20 % животных подвергнутых холодовому стрессу отмечается слабогранулярное окрашивание эритроцитов алкоголь-ацетатном р-ром нитрата серебра, которое представлено отложением черных гранул металлического серебра на поверхности эритроцитов. При этом отмечается, отрицательная аргентофильная реакция в полихроматофильных эритроцитах. Результаты этого исследования подтверждает полученные  нами данные о достоверном изменении формулы крови при 14 дневном охлаждении крыс (Зиновьев С.В. 1995,1996).  В другом исследовании БАЛ крыс подвернутых холодовому стрессу при 10 дневном переохлаждении организма, мы так же обнаруживали, достоверное увеличение морфометрических параметров лимфоцитов, что доказывает повышение содержания больших и средних лимфоцитов  в легких животных (Зиновьев С.В., Целуйко С.С. 1999, Зиновьев С.В. 2002). При коррекции дигидрокверцетином длительного холодового стресса реакция окрашивания нитратом серебра мазков периферической крови  представлена отчетливым отложением гранул металлического серебра в цитоплазме лимфоцитов и нейтрофильных лейкоцитов.

У 50% животных этой группы отмечается гранулярное окрашивание эритроцитов алкоголь-ацетатном р-ром нитрата серебра, которое представлено отложением черных гранул металлического серебра на всей поверхности эритроцитов. Ввиду наличия гранулярного окрашивания нитратом серебра клеток крови мы провели реакцию  ванилин-соляная кислота на мазках периферической крови фиксированных в парах формалина. На поверхность мазков крови сразу после фиксации наносилась реакционная смесь 3% ванилина растворенного в водяной бани в  0,25 н соляной кислоте.  Окрашивание  продолжалось в течение одного часа при температуре 50 С.  При общем охлаждении организма крыс на поверхности эритроцитов отмечается слабая пылевидная зернистость малинового цвета (0,2 мкм). При коррекции  дигидрокверцетином  холодового стресса  отмечается более крупная красная зернистость (0,2-04 мкм), которая нередко целиком покрывает всю поверхность эритроцитов.

Зернистое окрашивание эритроцитов и лейкоцитов  раствором нитрата серебра, а так же при воздействии солянокислым раствором ванилина на мазки, фиксированные в парах формалина, подтверждается при окрашивании ализариновым красным С. В случае влажного окрашивания мазков периферической крови спиртовым раствором ализаринового красного С  на поверхности эритроцитов обнаруживаются мелкие гранулы. В цитоплазме сегментоядерных лейкоцитов так же обнаруживается  зернистость, которая может заполнять весь объем цитоплазмы. В случае Dahl,s метода, наоборот  окрашиваются  ядра лейкоцитов. По этому, в случае обоих методов окрашивания ализарином, существует противоположно направленные реакции ядра и цитоплазмы. Хотя  в случае влажного окрашивания, после высыхания мазки крови, мазки  помещали в пары аммиака.  

После  промывки мазков крови в бихромате калия, интенсивность гранулярного окрашивания эритроцитов резко увеличивается, становятся репрезентативными. В данной модификации метода влажного окрашивания спиртовым раствором ализарина, мы наблюдаем, что на поверхности эритроцитов отлагается кирпично-красные гранулы. При этом часть эритроцитов покрываются гранулами полностью,   другая часть эритроцитов имеет гранулы по периферии клетки. При этом у интактных животных окрашивается  90% эритроцитов, в случае общего охлаждения продолжавшегося три месяца окрашивается 80 %  эритроцитов, при коррекции  дигидрокверцетином  холодового стресса ализарином окрашивается 90% эритроцитов.

В случае суправитального окрашивания ализарином срезов легких, в случае промывки в бихромате калия препаратов, эритроциты, которые содержатся в кровеносных сосудах избирательно окрашиваются в красный цвет. При этом в случае общего охлаждения организма гистохимическая реакция демонстрирует резкое выраженное полнокровие  кровеносных сосудов легких. При изучении просвета кровеносных сосудов, мы обнаруживаем эритроциты, которые имеют характерную двояковогнутую форму. В других сосудах венозного бассейна отмечается агрегация эритроцитов, в результате чего отмечается деформация кровеносного сосуда.

При использовании в качестве протравы бихромат калия в легких  обнаруживаются клетки  цитоплазма и ядра, которых окрашиваются ализарином в бледно-лиловый или бледно-малиновый цвет. Стенка легочных вен, так же демонстрирует высокое сродство к ализарину. Соединительная ткань легких слабо окрашена. В составе эпителия альвеол, между волокнами соединительной ткани обнаруживаются ярко окрашенные клетки, в цитоплазме которых обнаруживаются малиновые, и красно-вишневые гранулы.    

Таким образом, при общем охлаждении организма животных отмечаются явления мелкоочагового гемосидероза.  Это объективно доказывает формирование очагов повреждения кровеносных сосудов респираторного отдела легких, через которые эритроциты проникают в ткани органов дыхания. 

Признавая существование структурного гомеостаза, который у человека представлен анатомической целостным комплексом предадаптаций, следует вспомнить представления Заварзина А.А. (2000), о том, что эукариотическая клетка является морфобиохимической основой, для формирования надклеточной системы саморегуляции организма. Эволюция процесса синтеза белка, и эволюция геминовых белков привела к формированию эукариотической клетки. Появление системы ядрышко-рибосом и системы митохондрии-геимновые белки привело к усовершенствованию энергетического и пластического обеспечения  жизнедеятельности эукариотической клетки в отличие от прокариотической клетки.  В отличие, от микроструктурных,  гистохимические реакции, направленные на выявление ионов неорганических веществ, ядрышка, рибосом, аскорбиновой кислоты, они имеют фундаментальное значение, поскольку точно отделяют морфологически норму  от морфологическую патологию с учетом пространственной ориентацией  биомолекул, придающим им адаптивные  и регуляторные свойства. Реакции Перлса, Тирман и гистохимия  базофильных и оксифильных красителей, хорошо изучены. в то же время в отличие от этих методов гистохимии, мало известны реакции Борнтрейгера, Жиру-Леблона, Стиасни, Турнубулевой сини. По этому мы изучили предполагаемые механизмы окрашивания этих гистохимических реакций, учитывая наличие прототипов в виде метода выявления ионов кальция ализариновым красы С по Мак-Ги- Расселу (Dhul,s), метода фон Коса, метода Тирмана, арборизации. Во всех случаях использования этих гистохимических способов, мы обнаруживаем их явную зависимость от кислотно-основных свойств среды, а  это уже указывает на сложный характер изучаемых методов окрашивания клеток. Наряду  с кальцием, с аскорбиновой кислотой нитрат серебра способен окрашивать ядрышковый организатор.  
Крупное ядрышко это важнейший цитологический признак гипертрофии или рака. В настоящее время признано фундаментальное морфологическое значение  дифференциального выявление ядрышка и  рибосом основанное на окрашивании адсорбционными красителями. Гистохимическое выявление ядрышка и рибосом основано на том, что рибонуклеиновая кислота в силу своих кислотно-основных свойств окрашивается базофильными красителями. Ядерная мембрана, интерфазные хромосомы, ядерный матрикс, ядрышки основные  компоненты интерфазного ядра.  Количество, размер ядрышек и их важного компонента ядрышкового организатора важнейший показатель в цитологической диагностике заболеваний у человека. Ядрышко часть ядра, где происходит синтез и  формирование рибосом, которые затем поступают из ядра в цитоплазму. Ядрышки обнаруживаются в ядре клетке виде плотных гранул. При цитохимическом исследовании установлено, что ядрышко содержит РНК. При электронной микроскопии, 1) гранулярный компонент, 2) фибриллярный компонент (гранулы и фибриллы состоят из рибонуклеопротеидов), 3) связанный с ядрышком хроматин. Было установлено, что ядрышко синтезируется в особом участке хромосом ядрышковом организаторе. При этом Мак Клинток и Хейтц, Навашин обнаружили ядрышковые организаторы  в районе вторичных перетяжек хромосом, где они находятся в коротких плечах 13,14,15,21,22 хромосом. Ядрышковый организатор  могут сливаться друг  с другом в единый агломерат, где образуется одно ядрышко. При электронной микроскопии Фибриллярный центр и ядрышковый организатор построены  из ассоциированных фибрилл толщиной 6-19 мкм и обладают способностью –окрашиваться солями серебра это зависит от присутствия особых ядрышковых белков и РНК- полимеразы.  

Мы отмечаем сильную кристаллизацию цитологических препаратов бронхоальвеолярного лаважа  и мокроты у пациентов с патологией органов дыхания. Ввиду этого мы обратили  внимание на  ряд гипотез о кристаллической организации ядра высказанную ряд известнейших цитологов ранее. Метод выявления ядрышкового организатора с помощью 50% р-ра нитрата серебра.  В настоящий момент известно, что ядерные гены, которые являются ядрышковым организатором, имеют особые кристаллические свойства. По данным Ченцова Ю.С.  в 1969 г. открыты кристаллографические свойства ядрышковых генов, выделив  ядра тритонов, высолил ядерное вещество, с целью дезинтеграции ядрышек он отделил с помощью ультра-центрифугирования ядрышки, затем изучил под электронным микроскопом  изучили препараты, где обнаружили осевые молекулы ДНК, на которых через разные промежутки располагались фибриллярные зоны имеющие вид елочек, длина фрагмента ДНК занятого такой елочкой была постоянной. Структура елочки состояла из стволика образованного 100 гранулярных структур-РНК полимеразы, а так же  из тонких нитей, отходящих от «стволика елочки» - которые назвали транскрипты РНК. Далее идет зона спейсеров, которая лишена плотных гранул и нитей. Правильное чередование спейсеров и фибриллярных зон формируют кристаллическую структуру ядрышковых генов.  Затем с помощью кристаллографии были изучены белки ядерного матрикса. При изучении  белков ядерного матрикса была предложена модель интерфазного ядра, согласно которой белки ядерного матрикса участвуют в пространственной ориентации  хроматина. При последовательной обработки изолированных ядер печени крыс в растворе натрия хлорида, а затем ДНК–азой   происходит полное растворение  хроматина. При этом было обнаружено, что фибриллы хроматина прикреплены к осевым белковым нитям ядерного матрикса наподобие  ворсин к палочке в ершике для чистки бутылок. (Ченцов Ю.С., 2004 г.).  Мы в своих научных публикациях совместно с В.С. Козловой (2010) подтверждаем идею кристаллографической модели интерфазного ядра предложенную Ченцовым Ю.С.   При исследовании  эозинофилов в мокроте пациентов бронхиальной астмы мы обнаружили фанероз клеток.  При электронной микроскопии обнаруживается упорядоченная сеть белков ядерного матрикса,  которые покрыты от которого отходят очень тонкие нити электронно-плотного материала хроматина содержащего ДНК. Функция ядрышковых организатора, определяется регуляцией уровня транскрипции рибосомных генов связана, с такими процессами, как стимуляция, ингибирование роста или дифференцировка клеток. Ингибиторы клеточного роста и индукторы дифференцировки вызывают быстрое подавление транскрипции рДНК, в то время как стимуляторы роста, повышают уровень транскрипции Транскрипция рДНК также регулируется в зависимости от фазы клеточного цикла, прекращаясь в период митоза.  (Ченцов Ю.С., 2004). Первичная структура большинства ядерных рецепторов была установлена путем секвенирования их соответствующих кДНК. В структуре всех внутриклеточных рецепторов присутствует ДНК-связывающий домен размером 66-68 аминокислотных остатков, который обнаруживает высокую степень гомологии с другими членами семейства, а также лиганд-связывающий домен (Е) вариабельного размера и низкой степенью гомологии, который определяет специфичность связывания низкомолекулярного регулятора. ДНК-связывающий фрагмент содержит два так называемых «цинковых пальца» (zinc figgers) - петлевидные структуры, образованные остатками цистеина и глицина, соединенными координационными связями с хелат-ионом цинка. Роль «цинковых пальцев» состоит в специфическом распознавании и связывании чувствительного элемента определенного гена, как правило, в главном желобке молекулы ДНК (Laity J.H., Lee B.M., Wright P.E., 2001; Wolfe S.A., Nekludova L., 2000).  По этому, нельзя исключать, что «цинковые пальцы», так же могут участвовать в цитохимической реакции на ядрышковый организатор.

Стоит отметить, что при электронной микроскопии лимфоцитов содержащихся в мокроте людей больных патологией мы обнаруживаем  выраженную пространственную ориентацию, точнее суперспирализацию хроматина связанного с ядрышком.  Пространственная ориентация хроматина является другим важным цитологическим показателем активности синтеза белка в клетке.

В настоящее время  предложен ряд методов окрашивания ядрышкового организатора, где реагентом  выступает 40-50% раствор азотнокислого серебра.  Механизм выявления ядрышкового организатора остается неизвестным, до сих пор. Раствор  азотнокислого серебра способен окрашивать ядрышковый организатор, что используется в случае диагностики опухолевых заболеваний (Goodpasture С., Bloom S.E., 1975, Howell, W.M. and Black, D.A., 1980; Херрингтон С., Макги Дж., 1999 г; Бобров И. П., Авдалян А. М., Климачев В. В., и др.2010; Ю.С. Ченцов, 2004). Из биологической жидкости  (кровь, назальный секрет, мокрота, бронхоальвеолярный лаваж и т.д.)  или кусочка органа (костный мозг, тимус печень и др.) изготавливается на предметно стекле мазок. Цитологический мазок фиксируется спиртовым фиксатором (метиловый или этиловый спирт). После высыхания мазок покрывается 20 %  р-р желатины или желатиноля. На слой желатина наносится 50% водный раствор нитрата серебра. Затем мазок  окрашивается 50% р-р нитрата серебра при 50-69 С0 градусах в термостате. 

Мы изучали локализацию продукта в препаратах бронхоальвеолярного лаважа пациентов с хронической обструктивной болезнью легких (Целуйко С.С., 2011). При этом обнаружили, что азотнокислое серебро окрашивает ядрышковые организаторы, а  так  же другие структуры. Диффузно окрашивалась цитоплазма и ядро клеток цилиндрического эпителия, а так же голые ядра, которые появляются в результате цитолиза. В то же время при цитологическом исследовании препаратов бронхоальвеолярного лаважа отмечается выраженная базофилия эпителиальных клеток и пикноз голых ядер.  Гранулярно окрашивалась цитоплазма макрофагов, а так же части клеток цилиндрического бронхиального эпителия. 
Это говорит, о том, что импрегнация  нитратом серебра  является неспецифическим процессом,  кроме того, она не устойчива к отмыванию в гипосульфите. Нельзя исключать, то, что нитрат серебра неспецифически осаждается: 

1) на ряде ядерных структур, функция которых ассоциирована с ядерными генами.

2) на митохондриях

3) окрашивает включения ионов кальция, или цинка в клетках

4) окрашивает места локализации аскорбиновой кислоты в цитоплазме клеток.

5) осаждается на поверхности нанобактерий, или других микроорганизмах отлагающих во внешнюю среду соли кальция.   
6) окрашивает места локализации в клетке биофлавоноидов.

Учитывая то, что биофлавоноиды способны связывать путем образования хелатных соединений, ионы металлов, мы считаем, что Реакция Жиру Леблона и фон Коса обусловлена присутствием биофлавоноидов в клетке.  

IV. Предполагаемые механизмы кристаллизации биологических жидкостей в организме при коррекции  стресса дигидрокверцетином .

 В аспекте уровня тканевой организации цитологическое исследование  локализации электролитов (натрия, калия, хлоридов, кальция) в клетке актуально оценка осморегулирующей функции  эпителиальной ткани. Эпителиальная ткань обладает целым рядом функций: барьерной, функцией секреции,  осморегулирующей и др. Эти функции структурно и функционально взаимосвязаны друг с другом. Например, в настоящее время уделяется большое внимание антипротеазной активности эпителиальной ткани органов дыхания. Из данных литературы известно, что активация протеолиза в органах дыхания напрямую связана с повышением проницаемости ионных каналов для натрия,  хлоридов, ионов кальция в эпителиальных клетках органов дыхания (Ahmed Lazrak, et all.; 2011). В тоже время биологические жидкости, а именно секрет шейки матки, ротовой секрет, назальный секрет, слезная жидкость и др., способны к кристаллизации  (арборизации), после высыхания на подложке в присутствии натрия хлорида.  

По мнению большинства авторов, в отношении теплового движения молекул арборизация биологических жидкостей является энтропийным процессом (Шатохина С.Н., Зенгер В.Г., 2004). Способность  используется в диагностике овариального цикла, дистрофии кристаллика, нейроретинопатии, глаукомы, язвенной болезни, заболеваний органов дыхания (Рыжова Е.Г. и др., 2010, Татарчук Т.Ф., Сольский Я.П., 2003; Тюльганова Е.Б., Рослякова А.Г., Кабанова И.П. 2004, Шатохина С.Н., Зенгер В.Г., 2004.; В е za п с о n F. et d е Jong S., 1912; H о e s s l i n H, 1926). 
В связи с этим мы предложили, исследовать кристаллографические характеристики «симптома листа папоротника» в нативных цитологических препаратах секретов органов дыхания, которые получали с помощью гипотонических смывов носовой и ротовой полости здоровых лиц при коррекции дигидрокверцетином холодового стресса (Зиновьев С.В. и др. 2011, Целуйко С.С. и др. 2011). При исследовании цитологических препаратов назального секрета обращает на себя внимание, выраженное ороговение клеток многорядного плоского эпителия (20-50 мкм) преддверия носа амурчан подвергнутых воздействию общего охлаждения организма в зимнее время.  В препаратах мы обнаруживаем шестигранные роговые безъядерные пластинки, в которые трансформируются эпителиальные клетки в результате накопления кератина, в части из них отмечается  денуклеации. При этом обращает на себя внимание выраженный  пикноз лейкоцитов.  В зоне расположения ороговевших клеток и дегенеративно изменённых лейкоцитов, отмечается появление округлые кристаллов сферолитов, по видимому  солей кальция.  Это подтверждает данные, о том, что сферолиты в назальном секрете характерны для неблагоприятного воздействия  внешней среды на организм (Римарчук Г.В., 2003).

Нами при растровой микроскопии поверхности клеток назального секрета, подтверждается отложение кристаллов округлой формы, что мы расценили как соли кальция. В препаратах назального секрета здоровых лиц, отмечается незначительное количество микроорганизмов, при растровой микроскопии складывается впечатление, что  микроорганизмы участвуют в кристаллизации секрета на поверхности клеток.  По нашим данным при световой и растровой электронной микроскопии препаратов назального секрета и слюны в  полях зрения обнаруживаются клетки и кристаллы разнообразной формы: в виде листа папоротника, древовидные, прямоугольные и т.д. Учитывая то, что мы в своей работе использовали гипотонический  бессолевой смыв назального секрета при растровой электронной обращает на себя внимание низкое количество кристаллов эндогенного натрия хлорида. Они имеют типичную кубическую форму.  При этом  мы обнаруживаем отложение кристаллов натрия хлорида на  поверхности микроорганизмов, клеток назального секрета,  а именно лейкоцитах и клетках плоского эпителия. При световой и растровой микроскопии секрета носовой полости, мы обнаружили, что положительный симптом кристаллизации секрета носового секрета и слюны являются результатом агрегации в кристаллы древовидной формы (симптом листа папоротника), неклеточных компонентов биологических секретов дыхательных путей, а так же микроорганизмов. Причем кристаллы формируют зоны на поверхности сморщенных лейкоцитов. Для этих клеток характерны выраженные пикнотические изменения ядра и цитоплазмы. Диаметр клеток нейтрофильных лейкоцитов уменьшается до 3-4 мкм.  Полученные нами данные микроскопического исследования носового секрета характеризуют метаболизм тканей дыхательных путей при воздействии холода на организм человека. Обращает на себя внимание участие микроорганизмов, клеток плоского эпителия, нейтрофильных лейкоцитов  в самоорганизации кристаллов "симптома листа папоротника». В такой ситуации со стороны лейкоцитов и других клеток отмечается выраженный пикноз ядра и цитоплазмы. Это подтверждает то, что в зонах кристаллизации секрета органов дыхания развивается высокая осмолярность биологических жидкостей приводящая к сморщиванию клеток. Ввиду этого мы обратили внимание на диагностического значение кристаллограммы  назального и орального секрета в случае коррекции дигидрокверцетином холодового воздействия на организм людей. В случае фиксации парами формалина, отмечается высокая устойчивость кристаллов к действию красителя Романовского-Гимза. С помощью растровой микроскопии препаратов назального и ротового секрета уточнили тип изучаемых кристаллов. В кристаллограмме назального и орального секрета обнаруживаются кристаллы: мочевины, натрия хлорида, цистеина, струвиты, солей кальция, лизоцим и др. Нами установлено, что результаты цитологического исследования секрета полости рта, отражают положительный эффект коррекции дигидрокверцетином общего охлаждения организма. В слюне обследованных здоровых лиц обнаруживается положительный симптом «листа папоротника» - 1,1±0,32 балла. В препаратах обнаруживаются крупные кристаллы, с массивными стеблями, ширина кристаллов -  20,58±3,4 мкм. От стебля отходят ветви, которые  расходятся под углом 90°, длина ветви - 34,44±3,8 мкм. В исследуемых нами группах здоровых людей размеры кристаллов секрета ротовой полости достоверно не изменялись. В тоже время, в случае коррекции дигидрокверцетином воздействия низких температур отмечается снижение выраженности кристаллизации секрета ротовой полости - 0,4±0,05 балла, что достоверно отличается от данных полученных при холодовом воздействии - 1,2±0,21балла, р<0,05.  В кристаллограмме назального секрета обнаруживаются, так же присутствуют кристаллы: мочевины, натрия хлорида, цистеина, струвиты, солей кальция, лизоцим и др. При световой микроскопии отмечается отложение кристаллов на периферии клеток, что подтверждается при растровой микроскопии. Феномен кристаллизации назального секрета подвергается изменениям в зависимости от вида воздействия на организм испытуемых. В контрольной группе у 19 обследованных здоровых лиц (64,0%) назальный секрет имеет аморфный вид.  В 11 случаях (36,0%), в назальном секрете появляются слабые следы кристаллизации при среднем увеличении микроскопа (×500), а именно отмечается: кристаллизация со смазанным нечетким рисунком в виде отдельных стеблей, или игл кристаллов с шириной 1,95±0,2 мкм, длиной 4,36±0,3 мкм; или при небольшом увеличении микроскопа (×125) обнаруживается четко выраженная структура листа папоротника с тонким и ясным рисунком, ширина кристаллов- 2,37±0,5 мкм; длина ветвей отходящих от стебля кристалла- 5,39±1,9 мкм. В контрольной группе выраженность кристаллизации назального секрета составляет 0,51±0,17 бала. В группе обследованных здоровых лиц, которые подвергались внешнему воздействию низких температур на организм, степень выраженность кристаллизации назального секрета усиливается. У 16 обследованных здоровых лиц  (54,8%) в назальном секрете появляются кристаллы, которые обнаруживаются при маленьком увеличении микроскопа (×50). В препаратах обнаруживаются крупные кристаллы, с массивными стеблями, ширина кристаллов-  10,656±2,1 мкм, что достоверно отличается от контроля р<0,01. От стебля отходят ветви, которые  расходятся под углом 90°, длина ветви - 18,646±2,8 мкм, что достоверно отличается от контроля р<0,01. Во 2 группе наблюдения выраженность кристаллизации назального секрета составляет 1,43±+0,22 бала, что достоверно отличается от контроля, р <0,01. При коррекции дигидрокверцетином реакции организма человека на закаливающее воздействие холода,  феномен кристаллизации назального секрета отмечается у 7 обследованных здоровых лиц (28,0%). В третьей группе отмечается, что теряется четко выраженная структура листа папоротника, либо происходит распад кристаллов на фрагменты со средней шириной  кристалла 2,33±0,4 мкм, что достоверно отличается от второй группы, которые подвергались воздействию низких температур, р<0,01. Дигидрокверцетин существенно модулирует закаливающее воздействие холода на организм, что проявляется тем, что в сравнении с показателями кристаллограммы второй группы обследованных, в этой экспериментальной группе отмечается достоверно снижение выраженности кристаллизации назального секрета до 0,47±0,18 балла, р<0,01.
Таблица
Корреляционный анализ клеточного состава назального секрета 

	Парциальный вес показателя

назальной цитограммы в %
	Клетки цилиндрического  эпителия
	Степень кристаллизации назального секрета

	Клетки цилиндрического эпителия
	-
	-0,39; p<0,05

	Клетки нейтрофильных лейкоцитов
	-0,80; p<0,001 
	+0,54; p<0,01


Нами установлено, что результаты кристаллографического исследования статистически достоверно коррелируют с результатами цитологического исследования назального секрета. При этом отмечается достоверный коэффициент корреляции между выраженностью кристаллизации секрета, парциальным содержанием клеток цилиндрического эпителия и количеством сегментоядерных нейтрофильных лейкоцитов (табл.). Таким образом, результаты микроскопического исследования нативной кристаллограммы назального секрета говорят о том, что кристаллограмма биосред может характеризовать метаболизм тканей дыхательных путей при воздействии холода на организм человека, что является актуальным для оценки эффективности предлагаемых способов коррекции адаптационного синдрома. Кристаллохимическое исследование биологических жидкостей, может претендовать на роль ведущего  способа клинико-лабораторного исследования органов дыхания.

Гистохимическое исследование локализации ионов неорганических металлов клеток многослойного плоского эпителия преддверия носа и ротовой полости подтверждает результаты анализа клеточного профиля  назального секрета.  Следует учитывать, то, что SH и  S-S группы активно участвуют в формировании кератина в ороговевшем эпителия, обмена железа, а так  же  способность биофлавоноидов к связыванию ионов неорганического железа. По этому понятен  механизм отвечающих за стабилизацию дистрофических процессов в органах дыхания, которые взаимосвязаны с обменом неорганического железа в организме. При гистохимическом  исследовании клетки многослойного плоского эпителия преддверия носа, а так же клетки  многорядного цилиндрического эпителия слизистой оболочки носовых ходов, так же демонстрируют гранулярную  реакцию в случае выявления ионов неорганического железа по Перлсу. При окрашивании ализарином красным С реакция,  отсутствует.  При окрашивании пироантимонатом калия фиксированных формалином препаратов назального секрета отмечается нестабильная локализация ионов натрия и кальция в зоне формирования кристаллов симптома листа папоротника (арборизация), который образуется при высыхания назального секрета. В случае окрашивания пироантимонатом калия  фиксированных мазков назального секрета отмечается отложение красители в зоне колоний микроорганизмов.  Однако в результате выпадения в осадок пироантимоната калия  на поверхности препаратов, эта гистохимическая реакция выглядит не убедительно.     В оральном секрете обследованных здоровых лиц подвергнутых общему охлаждению организма, так же присутствует большое количество ороговевших клеток. В то же время клетки многослойного ороговевшего эпителия в ротовой полости существенно отличаются по своей морфологии от клеток назального плоского эпителия преддверия носа. Клетки многослойного плоского эпителия содержащиеся в оральном секрете  очень крупные диаметром  50-150 мкм. При окрашивании по Романовскому-Гимза в препаратах гипотонических орального секрета, фиксированных в парах формалина, отмечается наличие округлых базофильных образований в цитоплазме клеток многослойного плоского эпителия. При выявлении ионов неорганического двух и трехвалентного железа с помощью акции Перлса и турнубулевой сини, цитоплазма эпителиальных клеток диффузно окрашивается, в цитоплазме отмечаются выраженные гранулы. Рядом с клетками обнаруживаются микроорганизмы, активно демонстрирующие присутствие в своем составе ионов неорганического железа.   Наличие гранул ионов неорганического железа в составе клеток ротовой полости подтверждается при гистохимическом языка экспериментальных животных. В составе цитоплазмы многослойного плоского эпителия выстилающего поверхность сосочков языка отмечается наличие округлых крупных гранул (0, 5-1 мкм) турнубулевой сини. При суправитальном окрашивании  ализариновым красным С, мы обнаруживаем выраженное сродство с красителем клеток плоского эпителия. Цитоплазма и ядро окрашиваются в красный цвет,  в цитоплазме обнаруживаются гранулы округлой или овальной формы. Так же выявляется неспефическое хлопьевидное прокрашивание  на поверхности клеток. При окрашивании по Косу препаратов гипотонических смывов орального секрета  отмечается неспецифическое осаждение нитрата серебра на поверхности клеток и микроорганизмов,  которые имеют свойство аргентофилии. В случае окрашивании раствором нитрата серебра в спирт-ацетате, на поверхности клеток плоского эпителия  обнаруживаются гранулы размером 0,5 -1 мкм.                                 

Мы так же провели гистохимическое   исследование предполагаемого механизма окрашивания антимонатом  ионов Na+, кальция,  и др. в оральном секрете человека. Ионы Na+   в виде соединений со слабыми кислотами присутствуют в большом количестве в организме.  Гидрокорбанаты, является  наиболее известным соединением ионов Na+   ,  которые формируют кислотно-щелочное равновесие в организме.

Ионы Na+ выявляются с помощью  пироантимоната калия. При  этом методе ионы Na+ стабилизируются посредством формирования плохо растворимых комплексных солей, в процессе фиксации осмием. Для реакции можно использовать гексагидрокисантимонат калия или пироантимонат калия. 

K [ Sb (OH)6 ] + Na+  →  Na+ [ Sb (OH)6 ] + K+

Специфичность метода не высока помимо Na+  в осадок выпадают ионы кальция, магния, цинка, железа. (Bulger R.E., 1969;Simson J.A., Spicer S.S.,1975, Tandler C.J., Kierszenbaum A.L. 1971, Tisher C.C., Weavers B.A., Cirksena W.J.1972, Aguas A.P., Nickerson P.A., 1981;Bowman R., Siegel I.A.,1973). После окрашивания цитологических препаратов орального секрета мы отмечаем в препаратах отложение крупных кристаллов (2-20 мкм) продукта реакции пироантимоната калия с ионами Na+   , кальция, и  др. При этом отмечается участие микроорганизмов и клеток в формировании продукта этой гистохимической реакции направленной на выявление ионов Na+  . кальция и др. С нашей точки зрения результаты нашего исследования подтверждают данные других авторов, которые исследовали с помощью антимоната локализацию ионов  Na+   и кальция в клетках. В этих достаточно многочисленных исследованиях было обнаружено существования слоя ионов  Na+   , кальция под цитоплазматической мембраной клеток. Однако в виду того, что гистохимическая реакция с антимонатом является неспецифической, она реагирует с  другими микроэлементами, а именно кальцием, железом, цинком, и др. эти данные были частично оспорены.   По этому для других типов клеток остается непонятным механизм формирования слоя ионов  Na+   и других ионов, а именно кальция, железа, цинка под цитоплазматической мембраной. Следует сказать, ионы  Na+  в свободном состоянии  находятся во взаимодействии со слабыми кислотами, по этому участвуют в регуляция кислотно-щелочного баланса. Взаимодействие ионов  Na+  и K+ с угольной кислотой, при участи цинксодержащего фермента карбоангидразы регулирует кислотно-щелочное равновесие в организме. Фермент карбоангидраза обнаружен в эритроцитах и макрофагах, по этому его активность способна регулировать газотранспортную функцию организма, а так же активно участвует в кальций –фосфатном обмене в костной ткани. В то же время по данным других авторов антимонат. специфически связывается с кальцием (Aguas A.P., Nickerson P.A., 1981). По этому учитывая данные о предполагаемом механизме этой гистохимической реакции, мы считаем, что   ионы Na+ , а это, прежде всего натрий гидрокарбонат, участвуют в формировании и росте кристаллов кальция.

Специфичность этой реакции в отношении микроорганизмов подтверждается при окрашивании орального секрета дитизоном, красителем, специфически выявляющим кальций, железо, цинк,  и др.  В данной гистохимической реакции отмечается четкое витальное окрашивание периферической части колоний микроорганизмов содержащихся  в оральном секрете  дитизоном.  Дитизон является металлохромным индикаторов способным вступать в хелатные соединения с целым рядом металлов, поэтому чувствительным  синцу, кадмии, цинку, кальцию, железу.  В классической гистохимии витальный метод введения дитизона в организм  используются для выявления цинк содержащих гранул в поджелудочной железе, предстательной железе, семенниках и др. При этом установлено, что введение дитизон в организм животных вызывает экспериментальных сахарный диабет (WILLIAM F. MCNARY, JR. 1954; Michael Busk Sørensen, Meredin Stoltenberg, Kenth Henrikse ´n, Erik Ernst, Gorm Danscher1and Martti Parvinen 1998, Akira Shiroi, Masahide Yoshikawa, Hiroshi Yokota, Hiroshi Fukui, Shigeaki Ishizaka, Kouko Tatsumi, Yoshiko Takahashi, 2002;  Howell C. A.,  Frederickson C. J.,  Danscher G., 1 989; Seregin I. V., Kozhevnikova A. D., 2012.  Ещенко Ю.В., Новицкий В.В., Бовт В.Д., Ещенко В.А., Уразова О.И., 2010).  В свою очередь дитизон активно используется в гистохимических исследованиях растений и растительных клеток.  Целью этих исследований является выявления локализации цинка, кадмия, свинца в тканях и клетках растительных организмов. Этой проблеме посвящено большое количество исследований  (Аксютина, Ю.В., 2002;  Башмаков,  Д.И.,   2002;  Кожевникова, А.Д., 2004; Колосов,  И.И.,  Нестерова, А.Н.,  1989;  Перин,  Д.  1967,  Прохорова, Н.В. , 2003; Серегин, И.В.,  1997;  Сытник, К.М.  1972;  Кисели Д. 1962;Конарев В.Г. 1965;. Дженсен У. 1965;  Gahan P.B. 1984).
Таким образом, можно сделать вывод о том, что отмечается участие микроорганизмов и клеток в формировании продукта этой гистохимической реакции направленной на выявление ионов Na+  . кальция и др.  Специфичность этой реакции в отношении микроорганизмов подтверждается при окрашивании орального секрета дитизоном, красителем, специфически выявляющим кальций, железо, цинк,  и др.  В данной гистохимической реакции отмечается четкое витальное окрашивание периферической части колоний микроорганизмов содержащихся  в оральном секрете  дитизоном. На основании  полученных нами данных следует предположение о том, что микрофлора ротовой полости способствует арборизации (кристаллизации) орального и назального секретов. При гистохимическом исследовании локализации микроэлементов в микрофлоре назального нами было обнаружено присутствие неорганических ионов натрия, кальция, железа  и др., в составе микрофлоры ротовой и носовых полостей, и продуктах кристаллизации биологических жидкостей. По этому кристаллографические, цитологические и морфометрические показатели назального секрета и слюны, указывают на то, что дигидрокверцетин обладает свойствами цитопротектора при коррекции воздействия холода на организм человека,  который видимо, образует, хелатные соединения с ионами металлов. Поскольку продукты кристаллизации назального и орального секретов соответствуют по своему химическому составу осадку мочи, мы считаем, что их формирование  происходит при участии механизмам,  которые аналогичны механизмам приводящим к развитию мочекаменной болезни или мочекислого диатеза. При этом подразумевается выраженное участие микроорганизмов в формировании кристаллурии. По данным целого ряда авторов Helicobacter pylori активно участвует в  самомодуляции кристаллогенных свойств  слюны и сыворотки крови  у пациентов с язвенной болезнью желудка (Мартусевич А.К., Симонова Ж.Г., Камакин Н.Ф..-2012;  Алексеева О.П., Воробьев А.В., 2003; Антропова И.П., Габинский Я.Л., 1997; Булгакова В.А. , 1999; Камакин Н.Ф. , Мартусевич А.К., Колеватых Е.П.,  2006). 

По данным литературы  развитие камней в почках является результатом двух процессов: образования зародыша (ядра) и накопления вокруг него вновь образовавшихся кристаллов. Зародышеобразование, или нуклеация, происходит в результате преципитации кристаллов из перенасыщенного раствора, формирующих центр будущего камня. Дальнейший рост ядра камня происходит за счет роста собственно кристаллов ядра, агрегации на нем новых кристаллов, а также эпитаксиального, т. е. индуцированного другими солями роста. Велика роль перенасыщения раствора в процессе зародышеобразования кристаллов. В образовании камней участвуют фосфаты, цистин, магний, аммония, мочевая кислота, ксантин фосфат кальция, существует оксалатно-кальциевый литиаз (Малкоч А. В. 2005, Пулатов А. Т., 1990, Фрейтаг Д., Хрустка К.., 1987;Тареева И. Е., Кухтевич А. В, 2000). Репрезентативность этих результатов подтверждается данными исследователей,  которые изучали механизм развития кристаллурии  при мочекаменной болезни. 

В последние годы показана роль специфических нанобактерий в процессах нуклеации мочевых камней (уролитиаз). Нанобактерии представляют собой типичные грамотрицательные бактерии, продуцирующие карбонат кальция (апатит) на стенках клеток. Известно, что эти микроорганизмы и др. способствуют развитию кристаллурии, которая в свою очередь является механизмом формирования уролитиаза.  Нанобактерии — биоминерал, круглые либо овальные органо-минеральные структуры размером от 30 до 200 нм, ряд исследователей отрицают существование нанобактрий, и относят их к саморазмножаюм минеральных комплексам, которые было предложено назвать nanons. Термин нанобактерии впервые ввёл Ричард Морита в 1988, Роберт Фолк., они при исследовании микробиологических культур, сообщили о наличии ДНК в этих структурах.  Причиной образования аморфных сферических частиц гидроксиапатита и карбоната кальция является наличие некоторых веществ в сыворотке крови, замедляющих процесс кристаллизации гидроксиапатита и карбоната кальция, приводя к осаждению соединений кальция в виде сферических аморфных частиц, напоминающих бактерии. Наличие же «антигенов» у нанобактерий связано с преципитацией альбумина на поверхности аморфных частиц соединений кальция. В 2004 году обнаружены нанобактерии от больных артритом и почечными камнями. Такие структуры были позже найдены в организме человека и крови коровы. Другие исследователи, считают,  что нанобактерии не являются живыми организмами, и наблюдаемые явления связаны с кристаллизацией гидроксифосфатов кальция (апатита), при этом молекулы апатита являются центром кристаллизации, с чем связанно наблюдаемый «рост» и «размножение» кристаллов гидроксиапатита (Raoult D.,  2008; Folk R.L.,1993; Akerman K.K., Kuronen I.,et all., 1993; Kajander E., Ciftçioglu N. (1998). Miller V., Rodgers G, Charlesworth J, Kirkland B, Severson S., Rasmussen T., Yagubyan M., Rodgers J., Cockerill F., Folk R., Rzewuska-Lech E., Kumar V., Farell-Baril G., Lieske J., (2004); Kumar Vю, Farell G., Yu S., et al,. 2006; John D. Young,  2009; Kajander E.O., Ciftçioglu N., 1998; García-Ruiz J.M., Melero-García E, Hyde S.T., 2009). John O. Cisar, De-Qi Xu, John Thompson, William Swaim, Lan Hu, and Dennis J. Kopecko,  2000,  Jan Martel and John Ding-E Young;  2008, Смирнов Г. В. , Смирнов Д. Г. , 2006; Kajander E.O., Ciftçioglu N.[image: image21.wmf]
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1998;  John D. Young, Jan Martel, Lena Young, Cheng-Yeu Wu, Andrew Young, and David Young. 2009; Didier Raoult, Michel Drancourt, Saïd Azza, 2008, Young JD, Martel J. 2010 Martel J., Young J.D., 2008,  Raoult D., Drancourt M., Azza S., et.. 2008, Saey T.H. 2008.  Wu C.Y., Martel J., et. al., 2009). 
Полученные нами данные свидетельствуют о том, что в организме существует реакции взаимодействия натрия хлорида с NH3 + H2O + CO2 + NaCl / NH4HCO3 → NaHCO3 + NH4Cl.  Эта реакция получила имя бельгийского химика  Сольве. Учитывая фундаментальное значение NH3 в формировании аминогрупп аминокислот (NH2), нельзя исключать амидный механизм реакции NaCl / NH4HCO3 . По этому полученные нами данные доказывают, что дигидрокверцетин образуя хелатные соединения c Na+ , Zn+, может влиять на кристаллографические характеристики биосред, которые отражают биохимические и микробиологические процессы в организме и клетке.
V. Выводы:

1) Биофлавоноиды, будучи веществами способными к образованию хелатных соединений с металлами модулируют гистохимические характеристики ионов неорганического железа, кальция, аскорбиновой кислоты в  кровеносных сосудах респираторного отдела легких и в клетках периферической крови

2) Биофлавоноиды, будучи веществами способными к образованию хелатных соединений с металлами модулируют кристаллографические характеристики биологических жидкостей человека.
3) При окрашивании мазков периферической крови по методу Мак-Ги Расселу, ализариновым красным С (рН до 4,1-4,3) в синий цвет окрашивается ядро и в красно-оранжевый цвет окрашивается цитоплазма лейкоцитов, эритроциты 

4) При окрашивании мазков периферической крови по методу слабокислым спиртовым (рН<4) раствором ализаринового красного С окрашивается в желто-оранжевый цвет цитоплазма лейкоцитов, эритроцитов. 

5) При отмывании раствором бихроматом калия окрашенных мазков периферической крови слабокислым спиртовым раствором ализаринового красного С  обнаруживается гранулярное окрашивание эритроцитов кирпичного цвета, которое усиливается при введении дигидрокверцетина в организм.
6) При окрашивании мазков периферической крови спирт-уксусным раствором азотнокислого серебра обнаруживается гранулярное окрашивание цитоплазмы лейкоцитов, эритроцитов, которое усиливается при введении дигидрокверцетина в организм. 
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