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(57) Изобретение относится к соединению для окрашивания ядер клеток, полученному из экстракта
Papaver rhoeas. Также раскрыто применение указанного соединения для окрашивания ядер
клеток для микроскопической оценки в гистопатологии, микробиологии или цитологии в
автоматизированных или ручных диагностических способах окрашивания. Кроме того, предложена
композиция для окрашивания ядер клеток при микроскопической оценке в гистопатологии,
микробиологии или цитологии в автоматизированных или ручных диагностических способах
окрашивания, содержащая указанное соединение.
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Область техники 

Краситель из Papaver rhoeas содержит новый биофлавоноид вместе с производными и синергиче-

скими молекулами. Новый ядерный краситель составляют из экстракта Papaver rhoeas для диагностиче-

ских целей, обеспечивая специфическое окрашивание ядер "клеток и тканей". Настоящее изобретение 

относится к красителю, являющемуся составом, альтернативным общепринятому красителю "гематокси-

лину", а также обладающим преимуществами для диагностики в секторе здравоохранения и вносящим 

вклад в экономику. 

Обзор 

Состав Papaver rhoeas, в основном, используют в качестве ядерного красителя, и он содержит новую 

молекулу, может приносить 10-15 млрд долларов в экономику ежегодно и является альтернативой гема-

токсилину. Источник будет способствовать усилиям по сохранению находящихся под угрозой исчезно-

вения тропических лесов, балансирующих региональные экологические системы, и будет полезен в каче-

стве промышленного продукта (Anatech LTD. "The volatile hematoxylin market", Summer 2 008 INNOVA-

TOR). 

Состав Papaver rhoeas является рациональной альтернативой общепринятому красителю гематокси-

лину, используемому в рутинной диагностике. Увеличение потребности в гематоксилине является ре-

зультатом увеличения численности человеческой популяции и диагностических терапевтических меди-

цинских процедур. Продажная цена гематоксилина на 1 г является очень высокой, и его производство 

приводит к риску для мировых тропических лесов, а также для экологической системы. 

В настоящем описании Papaver rhoeas является новым источником открытого и составленного кра-

сителя для клеток и тканей. Молекула Papaver rhoeas является очень активной, функциональной молеку-

лой биофлавоноида, и ее комбинируют с эозином. Сама молекула вместе со своими производными и си-

нергическими молекулами обеспечивает четкое окрашивание ядра в ткани и в других источниках, таких 

как грибы, из микробиологических образцов, делающее возможным точное окрашивание деталей, и ее 

можно использовать в гистопатологии, цитологии для диагностических целей. Широкий спектр цветов и 

подсвечивание и детализация признаков при диагностике обеспечивают получение новых диагностиче-

ских параметров и результатов. 

Методология окрашивания в больницах, лабораториях и на производстве, оборудование и материа-

лы являются схожими для общепринятых способов, не требуя значительных дополнительных инвести-

ций. Молекулу можно использовать в качестве регулятора иммунной системы, Т-клеточного активатора, 

противовирусных средств, для защиты и регенерации тканей, а также в качестве индикатора и для синте-

за новых витаминных комплексов. Его также можно использовать в качестве красителя в виноделии, 

инертного для окрашивания пищи, военной формы, детской одежды и игрушек, экологически чистом 

текстиле, а также для омоложения и разглаживания кожи и в качестве средства против пигментных пятен 

и морщин. Косметические продукты используют в окрашивании хирургических протезов и шовного ма-

териала. Они находят применение в биохимических диагностических тестах. Их также, в частности, 

можно использовать в производстве плазменных телевизоров, экранов монитора, нанотехнологиях, сен-

сорных технология для синтеза наночастиц для производства картриджей для принтеров. И снова, для 

диагностических целей будут использовать иммуногистохимию в отдельности или в комбинации с дру-

гой цифровой технологией визуализации. 

Предпосылки изобретения 

Papaver rhoeas, как правило, растет в природе. Названием вида является Papaver rhoeas L, названием 

семейства является Papaveraceae. Другими названиями являются мак-самосейка, дикий мак, фландрский 

мак, мак садовый, Papaver Roubini, Papaver tenuissima, Papaver tumigil, Papaver trilobum, Papaver strigosum, 

которые представляют собой один и тот же вид (1-6). 

Как правило, есть черное пятно на лепестке различного размера, 2 и 4 большие мохнатые чашели-

стики и красные листья. Завязь расположена в центре и окружена черной областью. Количество пыльцы 

варьируется в зависимости от размера плода, растение содержит более 200 семян на плод. 

Papaver rhoeas растет в солнечном климате и лучше всего растет на песчаной почве. Лепесток Pa-

paver rhoeas имеет химический цвет и дает реакцию, включающую Papaveric acid. Он имеет успокаиваю-

щий эффект, смягчающие кожу свойства и эффект в регуляции менархе, отхаркивающие, снотворные, 

затормаживающие наркотические и седативные свойства (7-9), применим в лечении лихорадки, симпто-

мов бронхита и кашля, бессонницы, нарушений пищеварения и боли (10-12). Также его можно использо-

вать для лечения неврологических симптомов, таких как гиперактивность и бессонница. Также показано, 

что он безопасен для детей (13-15). 

Флавоноиды являются фенольными структурами, в природе присутствующими во фруктах, овощах, 

зерне, коре, корнях, и их обнаруживают в цветах, чае и вине (16). Идентифицировано более 5000 видов 

флавоноидов, однако специфический эффект встречается очень редко. Биофлавоноиды отвечают за окра-

ску плодов (17-20). Их прием с пищей снижает степень сердечно-сосудистых заболеваний и показатель 

смертности (21, 22). Их производные также обнаруживают в овощах и их характеризуют как витамины, 

такие как, например, витамин P (рутин). (23). Флавоноиды повышают проницаемость стенок капилляров 

(24), что было открыто в 1950-х гг. Флавоноиды разделяют на 4 основные группы (25, 26) и (27) их мож-
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но разделять на подгруппы. Флавоноиды показаны для каждой группы характеристик в молекулярной 

структуре. 

Флавон имеет двойную связь в ароматическом кольце в центре и планарную структуру. Флавонои-

ды включают 2-фенилбензопиреновое ароматическое гетероциклические кольцо. Биофлавоноиды при-

дают окраску растению, также играют важную роль в росте и развитии растений. Они создают природ-

ный барьер против УФ-излучения, при этом биофлавоноиды грибов помогают бороться с ростом оппор-

тунистических грибов. Показано, что они имеют противомикробные и антипаразитарные эффекты. 

Можно осуществлять генетические изменения молекул флавоноидов микроорганизмов. Но технически 

эти способы являются дорогостоящими (28). 

В соответствии с IUPAC 4.5 флавоноиды разделяют на 2 группы, изофлавоноиды и неофлавоноиды. 

Они включают 3-фенилхромен-4-он (3-фенил-1,4-бензопиран), полученный из структуры изофлавонов, и 

фенилкумаран, (4-фенил-1,2-бензопиран), полученный из структуры биофлавоноида. 

Биофлавоноидам дают название соединения в зависимости от того, содержат ли они кетон, флаво-

ны и флавонолы. Термин "флавоноиды" также является более широким, чем "неполигидроксикетон", 

используемый для описания соединений полифенолов. Флавоноиды содержат три кольца, или гетеро-

циклическая структура имеет конфигурацию, соответствующую общей 3-кольцевой модели структуры 

флороглюцина. Молекулы изофлавоноидов можно получать посредством генетической инженерии (28). 

Лепестки и коробочки Papaver rhoeas продуцируют некоторые алкалоиды. Эти алкалоиды при на-

гревании с кислотой преобразуются в активный комплекс под названием порфирин. В результате неиз-

вестной реакции сложные алкалоиды приобретают красную окраску. В Klayman это называют "принци-

пом красного окрашивания" (29-33), и окрашивание проявляется в зависимости от pH реакций (33-35). 

Биофлавоноиды контролируют кислородное повреждение, предотвращая перекисное окисление ли-

пидов (36-38), ускоряя реакции в качестве антиоксиданта против активных форм кислорода. (39, 40). Та-

кие восстановители, как супероксиддисмутаза, каталаза и глутатионпероксидаза, аскорбиновая кислота и  

α-токоферол, снижают внутреннее окисление активных форм кислорода (41). 

Некоторые флавоноиды преобразуют активные формы кислорода в неактивный радикал перокси-

нитрит (42). Многие флавоноиды могут взаимодействовать с эндотелиальными клетками и макрофагами, 

в которых они снижают активность оксида азота, синтазы оксида азота (43) и, таким образом, реагируют 

с крайне вредным пероксинитритом, индуцируя продукцию бескислородных радикалов. 

Флавоноиды действуют в качестве антиоксидантов, также устраняя остаточные свободные радика-

лы и, таким образом, снижая повреждение клеток, и также могут реагировать с оксидом азота (44), и 

флавоноиды ингибируют молекулы оксида азота (45). 

Оксидативное повреждение флавоноидами (46, 47) приводит к ингибированию оксидазной актив-

ности ксантина (48) и делает возможным снижение лейкоцитарного воспаления (49). Продукция супер-

оксида некоторыми флавоноидами (50) ингибирует дегрануляцию нейтрофилов без каких-либо послед-

ствий. Дегрануляция тучных клеток направлена внутрь мембраны, т.к. рецептор Ca
2+

 имеет эффект в от-

ношении контроля канала (51, 52). 

Флавоноиды имеют железосвязывающие и железостабилизирующие свойства, также ингибируя пе-

рекисное окисление липидов (53-56). Некоторые флавоноиды (57-59) снижают количество воспалитель-

ных клеток, т.к. адгезия нейтрофилов обеспечивает оптимальную воспалительную реакцию. Однако, в 

основном, они могут снижать активацию комплемента. Флавоноиды снижают продукцию пероксидазы. 

Активация A1-антитрипсина посредством его восстановления ингибирует продукцию активных форм 

кислорода. Протеолитические ферменты будут демонстрировать прогрессивную инактивацию арахидо-

новой кислоты в ферментативных системах (60-62) вместе с противовоспалительными и антитромбоген-

ными свойствами (63). 

Исследования среднего суточного потребления флавоноидов ограничены. Например, потребление 

витамина C более чем в три раза превосходит потребление флавоноидов (64). Потребление флавоноидов 

значительно варьируется в разных странах (65, 66). Определение потребления флавоноидов с пищей с 

помощью когортных исследований является затруднительным. Исследования, посвященные метаболиз-

му, абсорбции и экскреции флавоноидов на людях, также ограничены (67-72). Гликозилированная форма 

абсорбируется лучше, чем агликоновая форма. Конъюгация происходит в кишечнике и печени (73). 

Метаболизм флавоноидов начинается в клетках кишечника, конъюгация глюкуронида происходит 

посредством связывания альбумина после транспорта в печень и завершения присоединения сульфатной 

группы, метильной группы или и того, и другого к конъюгату флавоноида. Чем более активен конъюги-

рованный биофлавоноид, тем ниже показатели смертности и сердечно-сосудистых заболеваний у жите-

лей Средиземноморья. 

Так называемые токсические эффекты биофлавоноидов плохо изучены (74-79). Широко обсужда-

ются их мутагенные свойства (80-82). Однако другие длительные исследования на людях демонстрируют 

низкую вероятность определенных канцерогенных побочных эффектов. Флавоноиды токсичны для зло-

качественных клеток или иммортализованных клеток, но они менее токсичны для нормальных клеток 

(83-85). В исследованиях флавоноидов in vitro показана противоаллергическая, антиоксидантная, проти-

вомикробная, антибактериальная, противогрибковая, а также некоторая другая биологическая, фармако-
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логическая активность, а также противовирусный эффект. 

Wang et al. (87) продемонстрировали противовирусную активность флавоноидов в исследовании, 

осуществленном с помощью вируса простого герпеса, ВИЧ, а также респираторно-синцитиального виру-

са, вируса парагриппа и аденовируса. Эффекты флавоноидов могут отличаться для разных стадий репли-

кационного цикла вируса (88). Агликоновая форма флавоноида (89) имеет ингибиторный эффект в от-

ношении ротавируса. Есть исследования их ингибиторной активности как средств против ВИЧ, дейст-

вующих на обратную транскриптазу или ДНК-зависимую РНК-полимеразу (90). Значительное влияние 

ранее определенных флавоноидов на лечение пациентов с ВИЧ не определено (91). Исследования флаво-

ноидов in vitro в отношении генетики лейкоза (MLL) считают важными в исследовании мутационных 

эффектов при репликации ДНК по причине ингибирования ферментов топоизомераз. Влияние на цикло-

оксигеназу и липоксигеназу наблюдают по противовоспалительным эффектам. Мембранная тирозинки-

наза (92, 93) является ключом к ингибированию флавоноидами различных иммунных ответов. 

Эндотелиальный ангиогенез регулируется рядом развивающихся реакций. При этом потребление 

флавоноида имеет обратную корреляцию со скоростью роста рака легких и меланомы. Однако механизм 

антиангиогенных эффектов флавоноидов не ясен. Возможным механизмом может являться ингибирова-

ние протеинкиназы (94-104). 

Клинические исследования на мужчинах показали, что регулярное потребление флавоноидов с пи-

щей, по-видимому, снижает риск смерти от ишемической болезни сердца. Кроме того, предполагают, что 

потребление флавоноидов (105, 106) предотвращает развитие деменции. Сообщают об обратной корре-

ляции между общими концентрациями холестерина в плазме и наличием оксидативного стресса и по-

вреждением сосудов. Потребление флавоноидов снижает риск деменции. Изменяя механизмы сосудисто-

го воспаления можно в значительной степени регулировать артериальное давление и гипертензию. Кро-

веносные сосуды ингибируют связанные с оксидативным стрессом пути передачи сигнала в клетках, по-

вышая функцию эндотелия капилляров, снижая риск атеросклероза. Образование тромба является инги-

бированием образования тромба посредством ингибирования агрегации тромбоцитов. Флавоноиды име-

ют (a) прямую антибактериальную активность, (b) синергическую с антибиотиками активность и (c) те 

же супрессорные эффекты в отношении вирулентности бактерий. 

Кроме того, неподходящие процедуры и ограниченная работа с оксидативным повреждением кле-

ток и цель измерить in vivo эффекты чрезмерной величины силы. Необходима разработка аналитических 

способов для получения большего количества данных в отношении абсорбции и экскреции. В свете из-

вестной на настоящий момент информации рекомендуют потребление флавоноидов (107-112) с фрукта-

ми, овощами и напитками (например, чаем и красным вином). 

В гистопатологии и цитологии в диагностических, учебных и исследовательских целях фиксиро-

ванные и живые образцы тканей и клеток окрашивают для идентификации конкретных патологических 

признаков с использованием микроскопического исследования и оценки для определения диагностиче-

ских признаков в тканях и клетках. Сначала образцы тканей или клеток помещают на предметное стекло 

для микроскопической оценки. Перед окрашиванием составом из Papaver rhoeas эти образцы являются 

бесцветными, полупрозрачными или прозрачными. Новый состав активно проникает в слои ткани и дос-

тигает мембраны клетки, а затем ядра. Окрашивание, обеспечиваемое составом, представляет собой спо-

соб окрашивания и соответствующей микроскопической оценки, позволяющей определять и понимать 

признаки, демонстрирующие взаимосвязь между необходимой информацией о структурах, он должен 

обеспечивать правильное необходимое окрашивание для различения структур в ткани и клетках. 

Краткое описание чертежей 

Фиг. 1 - способы анализа состава красителя для тканей и клеток из Papaver rhoeas; 

фиг. 2 - стадии получения состава из Papaver rhoeas; 

фиг. 3 - способы получения предшественника из Papaver rhoeas; 

фиг. 4 - химическая цис-транс-структура биофлавоноида Papaver rhoeas; 

фиг. 5 - название молекулы и биохимическая конфигурация; 

фиг. 6 - профиль окрашивания состава из Papaver rhoeas; 

фиг. 7 - стадии способа окрашивания составом из Papaver rhoeas; 

фиг. 8 - варианты окрашивания и дифференциация; 

фиг. 9 - типы красителя для клеток и тканей из Papaver rhoeas с учетом профиля окрашивания; 

фиг. 10 - пример получения состава из Papaver rhoeas; 

фиг. 11 - состав из Papaver rhoeas позволяет специфически выделять ядра клеток в ткани легкого; 

фиг. 12 - состав из Papaver rhoeas позволяет специфически выделять ядра клеток в ткани легкого; 

фиг. 13 - состав из Papaver rhoeas с эозином позволяет выявлять ядра клеток и детали ткани в ткани 

легкого; 

фиг. 14 - состав из Papaver rhoeas с эозином позволяет выявлять ядра клеток и детали ткани в ткани 

легкого; 

фиг. 15 - состав красителя из Papaver rhoeas позволяет выявлять структурные особенности грибов; 

фиг. 16 - пропорциональные спиральные тубулярные структуры в лепестке Papaver rhoeas; 

фиг. 17 - цистернальные структуры в лепестках Papaver rhoeas, выявленные с помощью атомно-
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силовой микроскопии; 

фиг. 18 - анализ ЯМР молекулы, полученной из Papaver rhoeas. 

Термины и определения 

I. Настоящее изобретение относится к красителю для ядер клеток в биологических образцах, опи-

сывают новый краситель для клеток и тканей (состав для текстурированной окраски клеток из Papaver 

rhoeas). Обнаружено, что этот краситель содержит новые активные биофлавоноиды. 

II. Термины используют для лучшего описания настоящего изобретения, для практического осуще-

ствления и для удобного его объяснения. 

III. Если в настоящем описании встречается какая-либо новая терминология, объясняют свойства 

нового термина и тщательно и подробно описывают его. 

IV. Термины можно выражать в единственном или множественном числе. Значения не ограничены 

значениями, представленными в качестве примера. 

V. Термин "производное" рассматривают в терминах количества молекул, включая 1, 2, возможно 

3, и это количество можно снижать до 4 или менее или повышать его в конкретных вариантах осуществ-

ления. 

VI. Термин "синергическая молекула" рассматривают в значении количества молекул, включая 1, 2, 

3, и это количество можно повышать до 4 или более и в конкретных целях по изобретению. 

VII. Как правило, водопроводную воду в качестве растворителя для промывки в способах окраши-

вания используют очень экономно. Фактически, в рамках изобретения термин "вода" включает варианты, 

такие как дистиллированная или деионизированная вода, а также, в частности, водопроводная вода. 

VIII. "Биологический образец" получают из прокариот, kӧkel архей или эукариот (например, насе-

комых, простейших, птиц, рыб, пресмыкающихся). Или из млекопитающих (например, крыс, мышей, 

коров, собак, осла, морской свинки или кролика), или приматов (например, шимпанзе или человека). 

Биологические ткани или жидкости можно получать in vivo или in vitro. Такие образцы, физиологические 

жидкости (такие как кровь, плазма крови, сыворотка или моча) включают клетки, органеллы клеток, вы-

деленные органы, биологические образцы, хотя ткани и фракции могут содержать все или часть из них. 

Биологические образцы также выделяют из части биологического образца. Белковые биологические об-

разцы могут содержать углеводы и нуклеиновые кислоты. 

IX. Цитологические или биологические образцы, ткани и биологические жидкости, не ограничен-

ные образцами, подлежат оценке по изобретению. Смывы из полостей тела, смывы с глаз, кожный барь-

ер, щечные слюнные железы, кровь и влагалищные железы, костный мозг, моча, предэякулят, выделения 

из сосков, сперма, молоко, мокрота, слизь, плевральный выпот, выпот в малом тазу, синовиальная жид-

кость, асцитная жидкость, мазок из шейки матки, мазок из прямой кишки, аспират, пункционный био-

птат, жидкости, полученные при хирургической операции или аутопсии, образцы ткани, плазма, сыво-

ротка, спинно-мозговая жидкость, лимфа жидкость, пот, слезы, мокрота, слюна, опухоли, жидкости, ор-

ганы и культуры линий клеток и тканей in vitro, подвергаемые забору для цитологического анализа. Био-

логические образцы клеток и тканей можно использовать в окрашивании после фиксации и заключения в 

парафин. Этот препарат помещают на предметное стекло для исследования. Образцы можно использо-

вать для окрашивания на грибы, паразитов и микроорганизмов. Технические различия в получении био-

логического образца для стадии его окрашивания не накладывают какое-либо ограничение на изобрете-

ние. 

X. Раствор красителя хранят при комнатной температуре с использованием жидкости, такой как во-

да или химические растворители, в растворителе. Вода (приблизительно 50 об.% или более) содержит 

жидкость или полиолы, содержащие один или несколько низших алканолов и воду. Варьируется в зави-

симости от модификаций. Растворителями, подлежащими использованию, являются этанол, дистиллиро-

ванная вода, метанол, проточная вода, этиленгликоль, пропиленгликоль, метанол и формальдегид. 

XI. С помощью термина описывают антиоксидантную способность молекул в отношении высшего 

оксида, и молекула находится в среде, предотвращающей окисление других молекул. 

XII. Можно добавлять молекулу низшего алканола; OH-группу, алкильную группу (метильная 

группа, этильная группа, n-содержащая является алкильной группой из 1-5 атомов углерода), пропиль-

ную группу (изопропильную группу, n-бутильную группу, бутильную группу, трет-бутильную группу, n-

группу, изопентильную группу, неопентильную группу или пентильную группу) и низший (алканолами 

являются метанол, этанол и изопропанол). 

XIII. Термин относится к вторичным окислительным молекулам, обладающим более высоким окис-

лительно-восстановительным потенциалом, чем у другой молекулы. Можно использовать различные 

химические окислители для различных составов. Соли йода и йодат калия, йодат натрия, оксид цинка, 

перманганатную соль или перманганат калия, перйодат натрия, перйодат калия и пероксиды, пероксид 

водорода, перйодат, гипохлорит кальция, kloramit, хлорная известь, йодат натрия, оксид цинка, йод, ги-

похлорит натрия, гидрохлорид и гидроксид бария. 

XIV. Протрава может связываться с катионными комплексирующимися молекулами красителя, яв-

ляющимися металлами. С помощью новых молекул можно определять ДНК внутри клеток, миелин, эла-

стин и волокна коллагена полосок мышц и митохондрии, что также связано с синергическим действием 
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молекулы. Можно упомянуть следующие примеры протрав: сульфат алюминия, сульфат алюминия-

калия, сульфат алюминия-аммония, хлорид алюминия, железо, вольфрам, цирконий, висмут, молибден, 

фосфомолибденовую кислоту или молибденовую кислоту, ванадий (ванадат) алюминия или алюмоаммо-

ниевые квасцы, сульфат алюминия, алюмокалиевые квасцы, ацетат алюминия, хлорид кальция, нитрат 

алюминия, железо, сульфат аммония, сульфат железа(II), ферроцианид калия, феррицианид калия, хло-

рид железа(III), ацетат меди, железоаммиачные квасцы, алюминий, нитрат висмута, молибденовую ки-

слоту и фосфомолибденовую кислоту. Протрава с различными металлами будет приводить к различному 

окрашиванию. Например, алюминий, фиолетово-синий; железо, сине-черный; хром, сине-черный; медь, 

сине-зеленый; никель, фиолетовый; олово, красный; свинец, темно-коричневый; осмий, зелено-

коричневый. 

XV. Смесь состава красителя получают, добавляя кислоту к клеткам из биологического образца, что 

повышает специфичность окрашивания ядра. С этой целью можно использовать уксусную кислоту, са-

лициловую кислоту, лимонную кислоту, соляную кислоту, серную кислоту, насыщенную этаноловую 

муравьиную кислоту, аскорбиновую кислоту. 

XVI. Термин "антиоксиданты" используют в смысле стабилизации, способствующей поддержанию 

оптимальной длительности окисления и повышающей срок годности. Стабилизатором является глице-

рин, хлоралгидрат, диэтиленгликоль, йодид калия, этиленгликоль. 

XVII. "Молекула" является органической молекулой, которая может соединяться в различных точ-

ках присоединения с другими молекулами и образовывать сложные структуры. Можно конкретно полу-

чать новую композицию и молекулярную структуру с разнообразными комбинированными композиция-

ми молекул красителя. Различные молекулярные структуры и синтезированные структуры, присоеди-

ненные к этим молекулам, с различными свойствами могут образовывать указанные производные. Неко-

торыми примерами этих полисахаридов являются следующие. Рассматривают амилозу или циклодекст-

рин и многие альдозные кольца, моносахариды, глюкозу, фруктозу и галактозу, дисахариды (сахарозу), 

другие связывающие молекулы, содержащие простые эфиры, такие как мальтоза и лактоза, дендримеры, 

нанотрубочки, каликсарены, валиномицин и нигерицин. 

XVIII. На всем протяжении описания и формулы изобретения термин используют в конкретных 

выражениях. Термин "приблизительно" означает, что конкретное значение не ограничено точным значе-

нием, а модифицировано термином. Если не указано иначе, это применимо в настоящем описании к мо-

лекулярной массе, условиям реакции и ингредиентам, например в формуле изобретения всем числам, 

выражающим количества признаков, следует понимать, что в каждом случае оно модифицировано тер-

мином. Таким образом, если не указано иначе, можно подробно описывать в следующем описании, где, 

по меньшей мере, количество значимых цифр для каждого числового параметра, заданного желаемыми 

свойствами и их указанными числовыми параметрами. 

XIX. Термин "алкил" означает разветвленные, неразветвленные алкильные группы (например, ме-

тил, этил, пропил, бутил, пентил, гексил, гептил, октил, нонил, децил и т.д.), относится к насыщенным 

алифатическим группам, включая неразветвленные алкильные группы (изопропил, трет-бутил, изобутил 

и т.д.), неразветвленный или разветвленный алкиловый остов с 6 или менее атомами углерода (например, 

C1-6, в случае C3-6-разветвленной цепи, неразветвленной цепи), остов (например, C1-4-неразветвленная 

цепь или 4 или менее атомов углерода в случае C3-4-разветвленной цепи). Термин "C1-6"-алкил относится 

к алкильным группам, содержащим 1-6 атомов углерода. В рамках изобретения термин "C1-4"-алкил оз-

начает алкильные группы, содержащие 1-4 атома углерода. Кроме того, термин "алкил", включая "неза-

мещенные алкилы" и "замещенные алкилы" последней половины замещенного углеводородного остова, 

означает алкил, содержащий заместители, которыми замещают водород на одном или нескольких атомах 

углерода. Такие заместители включают, например, C1-4-алкил, C1-4-алкоксигруппу, аминогруппу (C1-4, 

включая алкиламиногруппу и C1-4-диалкиламиногруппу), циклоалкил и (фенил, включая нафтил) арилы, 

гидроксил, цианогруппу, галоген или нитрогруппу. Также показаны арильные, алкильные и циклоал-

кильные заместители, как описано выше. 

XX. Термин "алкоксигруппа" относится к атому кислорода, ковалентно связанному с замещенной и 

незамещенной алкильной, алкенильной и алкинильной группами. Неограничивающие примеры алкок-

сигрупп включают метоксигруппу, этоксигруппу, изопропоксигруппу, пропоксигруппу, бутоксигруппу, 

пентоксигруппу. В некоторых вариантах осуществления они включают неразветвленные или разветв-

ленные алкоксигруппы из четырех или менее атомов углерода, разветвленный остов (например, C1-4-

неразветвленную, C3-4-разветвленную цепь). В рамках изобретения "C1-4"-алкил относится к алкильным 

группам, содержащим 1-4 атома углерода. 

XXI. В рамках изобретения термин "амин" или "аминогруппа" означает структуру, в которой по 

меньшей мере один атом углерода или измененный атом азота ковалентно связан с гетероатомом. Ал-

кильные группы могут находиться в остове из 4 или менее атомов углерода (например, C1-4-

неразветвленная, C3-4-разветвленная цепь), C1-4-алкиламиногруппа, азот является по меньшей мере одним 

дополнительным C1-4-соединением с алкильной группой, означает, что группы и соединения C1-4-

алкиламиногруппа, азот связан по меньшей мере с двумя дополнительными C1-4алкильными группами и 

относится к группам и соединениям. 
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XXII. Термин "арил" включает, например, бензол, фенил, пиррол, фуран, тиофен, группы, содер-

жащие тиазол с 0-4 гетероатомами, например, относится к 5- и 6-членным однокольцевым ароматиче-

ским группам изотиазолу, имидазолу, триазолу, тетразолу, пиразолу, оксазолу, изоксазолу, пиридину, 

пиразину, пиридазину, пиримидину и т.п. Кроме того, термин "арил" относится к полициклическим 

арильным группам, например трициклическим, бициклическим, например нафталину, бензоксазолу, бен-

зобисоксазолу, бензотиазолу, бензимидазолу, бензотиофену, метилендиоксифенилу, хинолину, изохино-

лину, такие группы также включают индол, бензофуран, пурин, бензофуран, включает деазапуриновую 

структуру или с гетероатомами в индолизине.halk - эти арильные группы, "арильные гетероцикличе-

ские", "гетероарильные" или "гетероароматические" также можно выражать следующим образом. Аро-

матическое кольцо, как описано выше, такое как обнаруживают в одном или нескольких положений 

кольца с такими заместителями, C1-4-алкил, C1-4-алкоксигруппа, (C1-4-алкиламиногруппа и C1-4, включая 

диалкиламиногруппу) аминогруппа, гидроксигруппа, цианогруппа, галоген или нитрогруппа. Арильные 

группы также могут являться конденсированными, полициклическими (например, тетралин), которые 

создают достаточно неароматический алициклический или kӧprülenebilir. гетероарил, включают, напри-

мер, гетероциклические кольца Lazarus, включают оксиран, dithiet to, пирролин, пиррол, фуран, дигид-

рофуран, дигидротиофен, тиофен, пиразол, имидазол, оксазол, тиазол, изотиазол, 12,2,3-триазол, 1, 2, 4 

включают ненасыщенные циклические соединения, триазол, дитиазол, тетразол, пиридин, пиран, пири-

мидин, пиран, thiapyr клапан, диазин, тиазин, диоксин, триазин и тетрацен. 

XXIII. Термин "антитело" специфически связывается с конкретным пространственным и полярным, 

таким образом, что он дополнительно относится к молекуле иммуноглобулина, определяемой как ком-

плементарная организация. Антитело может являться моноклональным или поликлональным и его полу-

чают посредством сбора секретируемого белка из гибридных клеток (моноклональное) или сбора сыво-

ротки хозяина (поликлональное). Антитело является полным иммуноглобулином или может содержать 

его фрагмент, например IgA, IgD, IgE, IgG1, IgG2a, IgG2b и IgG3,  классы и изотипы, функ-

циональные фрагменты антител, включая, часть, способную сохранять связывание с аффинностью, схо-

жей с полноразмерным антителом (например, Fab, Fv и F(ab'). Sub.2 или Fab'). 

XXIV. Термин "связывающее средство" относится к молекуле, способной связываться с одной или 

несколькими мишенями в биологическом образце. Связывающие средства можно соединять уникальным 

способом. Подходящие связывающие средства включают природные или модифицированные пептиды, 

белки (например, антитела, аффитела или аптамеры), нуклеиновые кислоты (например, полинуклеотиды, 

ДНК, РНК или аптамеры); полисахариды (например, лектины, сахара), липиды, ферменты, субстраты 

ферментов или ингибиторы, лиганды, рецепторы, антигены или гаптены. Подходящее связывающее 

средство для образца, подлежащего анализу, которое можно выбирать и определять в зависимости от 

текущей цели. 

XXV. Подходящее связывающее средство для образца, подлежащего анализу, которое можно вы-

бирать и определять в зависимости от текущей мишени. Например, мишень может включать лиганд в 

образце, и связывающее средство может включать рецептор, или мишень может включать рецептор, и 

связывающее средство может включать лиганд. Аналогично, мишень может включать антиген и антите-

ло или его связывающий фрагмент, или наоборот, или может содержать антитела. В некоторых вариан-

тах осуществления мишень может включать нуклеиновую кислоту, и связывающее средство может 

включать комплементарную нуклеиновую кислоту. В некоторых вариантах осуществления и мишень, и 

связывающее средство могут включать белки, способные связываться друг с другом. 

XXVI. Любое изменение новой функциональности и молекулярных продуктов печи не будет огра-

ничивать настоящее изобретение, и их считают возможными по настоящему изобретению. 

Подробное описание изобретения 

В настоящем описании представлен новый краситель для ядер клеток, полученный из экстракта Pa-

paver rhoeas. Этот новый гистологический краситель содержит очень активный и функциональный био-

флавоноид. Состав Papaver rhoeas демонстрирует характеристики образцов клеток и тканей как новый 

ядерный краситель, демонстрирующий биологические характеристики различных профилей, примени-

мых в гистопатологии, цитологии и микробиологии (фиг. 11, 12). 

Свойства ядра клетки патологи оценивают в целях диагностики и, в частности, для определения 

злокачественных или метастазирующих клеток, однако отделение от диагностики, способствующее на-

хождению патологических результатов или нормальных результатов, в частности, в послеоперационных 

образцах и биоптатах, тонкоигольном биоптате, мазках, смывах, а также образцах, полученных инвазив-

ными или неинвазивными способами, будут использовать для исследования препаратов, полученных 

посредством аутопсии. 

Papaver rhoeas растет в природе самопроизвольно, и его легко получать для получения красителя 

для получения состава для окрашивания ядер тканей и клеток. Состав красителя состоит из молекулы 

для выделения ядра клетки. Молекулы анализируют и обрабатывают в других представленных и проил-

люстрированных лабораторных исследованиях. 

Протраву (металл) включают для обеспечения достаточного и стабильного окрашивания и добав-

ляют кислоту. Состав из Papaver rhoeas демонстрировал устойчивые свойства окрашивания с четкой 
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морфологией клеток и в сжатой форме. В частности, при комбинировании с эозиновым красителем со-

став из Papaver rhoeas окрашивает ткани и клетки, слои тканей, мембраны, мышечную ткань, внутри-

ядерные или внутрицитоплазматические структуры и позволяет окрашивать мелкие детали (фиг. 13, 14). 

При увеличенном сроке хранения раствор красителя окисляется естественным путем или химиче-

ски (113, 114). Оптимальная эффективность и степень использования окислителя будут предотвращать 

образование продукта избыточного окисления (115, 116). 

Колебания концентрации красителя мешают стабильности окрашивания (117). Это время необхо-

димо изменять, при этом необходимо корректировать нанесение красителя. Интенсивность окрашивания 

оценивают визуально. Специалист в этой области оценивает окрашивание и корректирует интенсивность 

окрашивания до достижения желаемого качества окрашивания. 

Флавоноиды, в основном, содержат два ароматических кольца. Каждое из этих колец образует по 

меньшей мере одну гидроксильную группу и 6-гетероциклическое кольцо с мостиком из трех атомов 

углерода. Подгруппы флавоноидов сформированы по гетероциклическому кольцу, соединенному с аро-

матическим кольцом в зависимости от характеристик степени окисления или функциональных групп и 

гетероциклической структуры и связанной фракции. 

В этой молекуле используют связывающие средства для соединения с различными группами и ато-

мами, являющимися природными или модифицированными пептидами, белками (например, антителами 

или аптамерами), нуклеиновыми кислотами (например, полинуклеотидами, ДНК, РНК или аптамерами), 

полисахаридами (например, лектинами, сахарами), липидами, ферментами, субстратами или ингибито-

рами ферментов, лигандами, рецепторами, антигенами или гаптенами. Аналогично, присоединенная це-

левая группа может являться антигеном и антителом или фрагментом антитела. Papaver rhoeas в этом 

составе направленно воздействует на нуклеиновую кислоту. 

Papaver rhoeas относится к микроскопическим, молекулярным исследованиям и исследованиям по-

средством атомно-силовой микроскопии (фиг. 1). Для молекулярного анализа профильтрованный рас-

твор экстракта сушат посредством инкубации при половине скорости в горячем этаноле. Сухой образец 

измельчают в порошок три раза, а затем подвергают воздействию метаноловой бани в течение 1 ч. И 

снова жидкую фракцию выпаривают в течение ночи в инкубаторе при 30-60°С и сушат. 1 г полученного 

порошка растворяют в 100 см
3
 этанола и адсорбируют на планшете из волокна. Конкретно наблюдают, 

что розовый планшет с 1% раствора аммония синеет. Этот синий краситель растворяют в уксусной ки-

слоте. Жидкую фракцию удаляют. И оставшийся сухой порошок подготавливают для анализа (фиг. 2, 3). 

При молекулярном анализе выявляли характеристики биофлавоноида (фиг. 18), структурное био-

химическое название 5-гидрокси-2-(3-(тетрагидро-6-((тетрагидро-3,4,5-тригидрокси-6-метил-2H-пиран-

2-илокси)метил)-2H-пиран-2,3,4,5-тетраол)-4-метоксифенил)-7-метокси-4Н-хромен-4-он. 

Он имеет характерную биохимическую конфигурацию биофлавоноидов (фиг. 4, 5). 

Состав из Papaver rhoeas и эозин (118) можно использовать в виде комбинации. Молекула и ее про-

изводные синергические биофлавоноиды и новая молекула окрашивают слои ткани, мембраны, мышеч-

ные клетки, позволяя определять детали внутрицитоплазматических и внутриядерных структур, а также 

муцин и глиальные волокна. 

Состав красителя можно модифицировать для использования uygun deǧer состава, включающий 

протраву, растворитель, кислоту, окислитель или окислитель и консерванты (119). 

Как правило, кислоту используют для корректировки pH раствора, и она может поддерживать более 

долговечный состав красителя, обеспечивать более селективное окрашивание клеток и предотвращать 

избыточное окисление. Таким образом, кислота предотвращает образование осадка. Можно выбирать 

автоматизированные или ручные способы окрашивания. 

Стабилизирующая добавка предотвращает сверхбыстрое окисление и обеспечивает больший срок 

годности, в основном, посредством оптимизации. С этой целью используют амилозу, циклодекстрин, 

криптанды, криптофицин, кавитанд, краун-эфир, каликсарен, валиномицин, циклодекстрин или нигери-

цин. 

Жидкий растворитель растворим в воде, присоединяет другие антиоксиданты. Например, n-пропил, 

n-октил, n-додецил, n-алкилгаллаты можно восстанавливать, такой как сорбит и маннит являются саха-

ром; бензоаты и гидроксибензоаты; сульфиты и пиросульфиты; лимонная кислота, винная кислота, мо-

лочная кислота, эриторбиновая кислота, аскорбиновая кислота, мочевая кислота, дубильная кислота и 

основные соли (соли Mg
2+

, NH4 sup.+, Na.sup.+K.sup.+ и Ca
2+

); добавляют ЭДТА и хлоралгидрат. 

Для состава из Papaver rhoeas можно использовать один или несколько растворителей. Он может 

содержать воду, низший алканол, такой как этанол, полиол. Примеры полиолов включают глицерин, 

этиленгликоль, пропиленгликоль, полиэтиленгликоль и полипропиленгликоль. 

Формалин является подходящим фиксатором для образцов тканей и клеток. Парафиновую ткане-

вую кассету используют для получения заполненных и заключенных образцов, а затем их замораживают. 

Фиксированную ткань с парафином нарезают на срезы с помощью микротома и помещают на предмет-

ные стекла. Затем препараты помещают в печь для расплавления избытка парафина и выплавляют ос-

тавшийся воск. Необходимо в полной мере осуществлять депарафинизацию ксилолом и толуолом. 

Замороженные образцы ткани можно использовать в виде срезов при окрашивании. Замороженный 
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тканевой срез в течение короткого периода времени держат в 10% формалине. Способ окрашивания, 

время и последовательность могут варьироваться в зависимости от способа составления и других усло-

вий. Также используют дополнительное окрашивание цитоплазмы эозином Y, оранжевым G, светло-

зеленым SF, желтовато-коричневым Бисмарк, прочным зеленым FCF, O-6, EA25, EA36, EA50 и EA65 

(122). 

Состав красителя можно модифицировать в следующих составах красителя, таких как гематокси-

лин по Гиллу, гематоксилин Андерсона, способом де Грута, по Бейкеру, Bennett, гематоксилин Бемера, 

Bosma, гематоксилин Балларда, по Карацци от Coca Cola, по Debi, гематоксилин Делафильда, по Дюва-

лю, гематоксилин Эрлиха, по Фридлендеру, Gadsdo Gage, Galigh is, по Гарви, по Грэму, по Митчелу, ге-

матоксилин Майера, по Массону, по Мартинотти, по Манну, по Мэллори, McLachlan, йод Lillie, по Ли, 

по Лонуа, по Ланжерону, Krutsay, по Кляйненбергу, Horneyold, по Хаугену, по Гамильтону, гематокси-

лин Гарриса, Гарриса-Пауэра, по Хаугену, по Мольнару, Papamiltiades', Pusey, по Равитцу, по Reddy и 

Sasser, по Шморлю, Sliders', по Унна, по Уотсону, по Вейгерту, по Райту и Андерсону и протравленый 

железом гематоксилин Андерсона, Cretin, по Форе, по Гольдману, по Ганзену, по Гейденгайну Janssen, 

по Кефаласу, включая Krajina, the krutsay, по Манну, Lillie, Lillie и Earle, по Массону, More & Bassal, по 

Мюррею, Paquin и Goddard, по Рего, по Розас, Seidel Thomas', по Вейгерту, по Ясвоину или протравле-

ный висмутом гематоксилин Roach & Smith is. протравленый медью гематоксилин Бенсли, названный по 

Куку и Форе. Протравленый молибденом гематоксилин. Можно рассматривать протравленый ванадием 

гематоксилин Hedenham Smith, протравленый цирконием гематоксилин и McNulty & Smith (123). 

Можно комбинировать другие красители, такие как акридиновые красители, антрахиноновый кра-

ситель, арилметановые красители, азокрасители, диазониевые красители, можно комбинировать такие 

красители, как нитрокрасители (в конкретных автоматизированных способах применения), фталоциани-

новые красители, хинониминовые красители, тетразолиевые красители, тиазоловые красители, ксантен. 

Образцы краски для гистологического окрашивания, уксусная кислота, кислотный желтый, 1 сульфонат 

кислого гудрона, 22 blue 93, кислый фуксин, кислотный зеленый, кислотный, кислотный, 1 зеленый 5, 

кислотный красный, кислотный оранжевый 10, кислотный красный 4, кислотный красный 26, кислот-

ный, кислотный, кислотный красный 29, кислотный красный 44, кислотный красный 51, кислотный 

красный 66, кислотный красный 73, кислотный красный 87, кислотный красный 91, кислотный красный 

92, кислотный красный 94, 101 красный 103, acid rosea the acid Rubin, кислотный фиолетовый 19, кислот-

ный, кислотный, 1 кислотный желтый, 9 кислотный желтый, 23 кислотный желтый, 24 кислотный жел-

тый, 36 желтый, желтый 73, кислотный желтый S, кислотный желтый T, акридин, акрифлавин, альциано-

вый синий, альциановый желтый, растворимый в спирте эозин, ализарин, ализариновый синий, ализари-

новый синий 2RC, ализарин-кармин, ализарин-цианин BBS ализарин-цианин R, ализариновый красный 

S, ализарин-пурпурин, оксид алюминия, амидочерный 10В, красный аминонафтол, амидочерный, анили-

новый синий WS, мов, антраценовый Let G azoeo blue SWR, антраценовый синий SWX, аурамин 0, азо-

эозин, азокармин B, азокармин G, азоевый диазокраситель 5, азоевый диазокраситель 48, азофлоксин, 

синий азокраситель, темно-синий, азур B, азур C, основной синий 8, the basic foundation, 9 основной си-

ний, 12 blue foundation, 15 blue foundation, 17 blue foundation, 20 blue foundation, 26 blue brown one, basi-

cally you Fusch, basic, 4 основной красный, 5 основной красный, 2 основной зеленый, оранжевый 14, ос-

новной зеленый 5, basic essentials, 9 красно-фиолетовый 2, основной фиолетовый 4, основной фиолето-

вый 10, основной фиолетовый 14, basic essentials, 1 желтый желтый 2, Бибрих R, коричневый Бисмарк Y, 

Brazil, Brazil, shiny Croc, юриллиантовый кристаллический алый 6R, Бибрих Скарлет, кальциевый крас-

ный, кармин, карминовую кислоту, кармуазин 6, целестиновый синий B, китайский синий, хлорановый 

прочный красный 5В, красный, целестиновый синий, голубой Чикаго 4B, хромовый фиолетовый CG, 2 

хромотроп, chromox until cyanine R, конго-коринф, конго красный, синий для хлопка, красный для хлоп-

ка, кроциновый красный 3D, Crocker's red Moon, sketch, кристаллический Понсо 6R, кристаллический 

красный, кристаллический фиолетовый, красновато-фиолетовый, бриллиантовый зеленый B, прямой си-

ний 14, прямой синий 58, конго красный Крокера 28, конго красный, 10 конго красный, 7 прямой жел-

тый, 81 конго красный, 80 красный, синий 4 дюразол, синий 8G, эозин желтоватый, эозин Y, эозин B, 

синеватый эозин, эозин, дюразол, эри гранатовый B, эриохром к цианину R, эритрозин B, этилэозин, эти-

ловый зеленый, этиловый фиолетовый, синий Эванса, прочный синий B, прочный зеленый FCF, прочный 

красный B, прочный желтый, прочный желтый экстра, прочный желтый G, масляный черный HB, флуо-

ресцеин, пищевой зеленый 3, galleon, галламиновый синий, генциан-виолет, желтый, лиссаминовый 

прочный желтый 1, INT, кермес, кермесовая кислота, ядерный прочный красный, Lac, лаккаевая кислота, 

фиолетовый LAUTH, светло-зеленый, ингарин, 1 blue to root, quickly rub the BBL, швейцарский синий, 

фиолетовый Хоффмана, гидразиновый желтый, имперский красный, лиссаминовый зеленый SF, прочный 

синий люксол, маджента, 0, маджента II, маджента II, маджента III, малахитовый зеленый, манчестер-

ский коричневый, желтый Марциуса, лиловый, мов, мербромин, меркурохром, метаниловый желтый, 

метиленовый синий метилен азур B, метиленовый синий С, метиленовый синий, метиленовый зеленый, 

метиловый синий, метиловый зеленый, метил-фиолетовый, метил-фиолетовый 2B, метил-фиолетовый 

10B, валочный желтый 3G, синяя протрава 3, синяя протрава 10, синяя протрава 14, синяя протрава 23, 

синяя протрава 32, 4 натуральная красная протрава, синяя протрава 45, 11 красная протрава, 3 25 красно-
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фиолетовый, пурпурно-фиолетовый 39, нафталеновый синий, черный, нафтоловый синий, черный, наф-

толовый зеленый B, нафтоловый желтый S, 1 натуральный черный, натуральный красный, натуральный 

красный 3, natural scenic 28 натуральный красный, 25 натуральный красный, 24 натуральный красный, 16 

натуральный красный, 8 красный, желтый 6, NBT, нейтральный красный, get new фуксин, ниагарский 

синий 3B, темно-синий, нильский голубой, нильский голубой a, нильский голубой сульфат, нильский 

красный, нитро BT, тетразолиевый голубой, ядерный прочный красный, масляный красный O, оранже-

вый G, orcein, парарозанилин, фиолетовый Перкина, флоксин B, пикриновая кислота, Понсо 2R, Понсо 

6R, Понсо B, Понсо de you xylem, Понсо S, Ponta небесно-голубой 5B, бледно-желтый, primula to, пурпу-

рин, пиронин B, G пиронин Y, родамин B, розанилин, пиронин, OR, красный R в красном, шарлах R, 

шеллак, сириус красный F3B, сириус красный 4B, сафранин, Bengal, шафрановый розовый, сириус синий 

выше F3, солохром к цианиновому R-растворимому синему, растворитель; 3 растворитель черный, 38 

растворитель синий, 23 растворитель красный, 24 растворитель красный, 27 растворитель красный, 45 

красный, желтый 94, спирторастворимый эозин, судановый III, судановый IV, судановый черный B, су-

дановый красный BK, сернистый желтый S, швейцарский синий, тартразин, S тиофлавин T, tion, blue, 

толуидиновый красный толуол, tropaeolum G, трипафлавин, тиофлавин, уранин, трипановый синий, вик-

тория голубой 4, виктория голубой B, виктория голубой R, виктория зеленый B, вода или водораствори-

мый эозин синий, red woodsta, ксилидин Понсо, эозин желтоватый и их комбинации (123-128). 

В гистологии двумя наиболее распространенными металлами для протравы в качестве синергиче-

ской молекулы являются алюминий и железо(III). Протравные красители образуют хелаты с ковалент-

ным или координационным комплексом. Поливалентный ион металла протравы и молекула красителя 

образуют координационные комплексы. Образование хелатов приводит к образованию "лака", опреде-

ляемого как поливалентные комплексы краситель-протрава. Эта молекула имеет несколько точек при-

соединения, и это приводит к тому, что образующиеся комплексы отличаются по своему разнообразию и 

функциональности. 

Изменение уровня pH состава приводит к очень резкому и значительному изменению цвета. Вне-

запное изменение цвета объясняют изменением положений делокализованных электронов и более низ-

кими энергетическими уровнями с электронами металлов. Металлы имеют относительно низкие энерге-

тические уровни по сравнению с комплексной молекулярной структурой, т.е. в растворе энергетический 

уровень внезапно снижается при добавлении металла. 

В структуре оснований ДНК и локализуется позади фосфата дезоксирибозы повышен, тимин, цито-

зин, гуанин и аденин в форме спиральной структуры комплементарным образом с картированием. Фос-

фатные группы очень важны для гистологического окрашивания. Примешивание протравы к красителю, 

фосфат в ДНК будет образовывать хелаты. 

Электроны, необходимые для образования координационной связи, происходят из протравных кра-

сителей, связанных с кислородом фосфата. ДНК и белки содержат гидроксильные и карбоксильные 

группы, как и ядерный хроматин, включающий белковые компоненты и комплексы ДНК. Таким обра-

зом, даже после удаления красителя из ядерной ДНК компоненты остаются видимыми. 

Неправильно фиксированные ткани нельзя оптимально окрасить. Способы быстрой обработки вли-

яют на качество окрашивания. При использовании 10% нейтрального забуференного формалина в тече-

ние нескольких часов фиксация белков будет неправильной. Этанол является стабилизатором и дегидра-

тирующим средством. Фиксации раствором формалина достаточно для этой цели. Если используют 

только этанол, на хрупких и деформированных срезах наблюдают тканевые артефакты. 

При прогрессивном способе окрашивания можно не осуществлять дифференциацию в отличие от 

регрессивного способа. Фоновое окрашивание помимо окрашивания ядер клеток также может быть в 

разной степени желательным. В случае раствора для прогрессивного окрашивания наблюдают незначи-

тельное фоновое окрашивание без муцина или его отсутствие. 

Однако более высокая концентрация красителя (1,5-2,0 г/л) с добавлением кислоты также обеспе-

чивает четкое окрашивание фона. Регрессивное окрашивание (в частности, при концентрации красителя 

5 г/л в указанном выше составе), по-видимому, приводит к более выраженному окрашиванию. После 

регрессивного окрашивания дифференциация обеспечивает четкий внешний вид ядерной морфологии. 

Состав для регрессивного окрашивания может являться предпочтительным в крупных лабораториях и 

больницах. 

Алюминий аммония и калия в отдельности или алюминий с растворителем демонстрирует низкие 

уровни pH, однако, если буферная емкость очень ограничена, pH, в конечном итоге, будет повышаться. 

Однако доведение до pH кислого красителя состава, раствор щелочи в контакте с жидкостью в течение 

короткого периода времени не будет влиять на pH жидкости. Срок годности раствора красителя относит-

ся к протраве или красителю обратно на перенос количества щелочной жидкости. Таким образом, краси-

тель начинает снижать активность. Первым признаком деградации является изменение цвета раствора 

красителя с яркого красно-фиолетового на непрозрачный красно-вишневый. Активация посредством до-

бавления кислого красителя в раствор красителя меньше включенное количество. С этой целью 25% ук-

сусной кислоты, 0,1% лимонной или 0,5% соляной кислоты, а также винной кислоты, молочной кислоты, 

эриторбиновой кислоты, аскорбиновой кислоты, мочевой кислоты, дубильной кислоты необходимо оп-
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ределять с использованием 1 л раствора, это является необходимым количеством контроля pH. Для кон-

троля pH также можно выбирать другие кислоты. pH раствора должен составлять приблизительно 2,5. 

Однако можно осуществлять модификации pH 1-4 в зависимости от состава (фиг. 6). 

Добавление сильной кислоты будет приводить к растворению кальция, хранящегося в тканях, и в 

окрашиваемой ткани накопление кальция является важным для диагностики, если (например, рак молоч-

ной железы) это может вводить в заблуждение при диагностике. Таким образом, следует избегать очень 

низких значений pH, к которым приводят сильные кислоты. Следует ожидать, что при добавлении таких 

кислот, как уксусная и лимонная кислота, будут получать состав, содержащий кислоту, приводящий к 

более четкому и значительному окрашиванию ядра. Другими словами, можно достигать окрашивания 

ядер с использованием прогрессивного идеального состава, содержащего слабую кислоту. И наоборот, 

кислота, не содержащая состав, демонстрирует лучшее окрашивание фона и менее четкий вид ядра. Рег-

рессивное добавление кислоты в состав будет вносить вклад в окрашивание, но обеспечивает четкость в 

достижении кислого pH раствора красителя,  повышенный уровень и будет повышать срок годности кра-

сителя. 

Стадии способов окрашивания включают 1) депарафинизацию, 2) регидратацию (с использованием 

спирта), 3) промывку водой, 4) нанесение состава из Papaver rhoeas, 5) промывку водой, 6) дифференциа-

цию, 7) промывку водой, 8) синее окрашивание, 9) промывку водой, 10) промывку спиртом, 11) обработ-

ку эозином, 12) дегидратацию (с использованием спирта), 13) промывку водой (или ксилолом) (фиг. 7). 

Используют то же время окрашивания, что и в случае других красителей, и его можно корректиро-

вать в зависимости от соотношений в составе в диапазоне от 30 до 1 или 2 мин (131-133). Очень короткое 

время инкубации приводит к неполному и неустойчивому окрашиванию. Неудачи в получении подхо-

дящих препаратов можно скорректировать посредством перемешивания. С помощью кислоты можно 

удалять артефакты на препаратах. Однако это может снижать эффективность комплекса протравного 

красителя. 15 с перемешивания (встряхивания) с красителем снижают общее время окрашивания. Без 

перемешивания длительность окрашивания должна быть большей. 

Для окрашивания достаточно 5 мин. Корректируя время, корректируют качество прогрессивного 

окрашивания. В идеале время окрашивания составляет 5-10 мин. Прогрессивное окрашивание сначала 

быстро начинают, и оно более независимое в плане времени и позже ограничивает само себя до точки 

равновесия. В случае регрессивного способа достаточно 5-10 мин. И избыток красителя удаляют кислым 

спиртом. 

С этой целью используют дифференциацию этанолом, варьируя концентрации кислого этанола. 

Образец смесь 70% этанола (стандартный кислый спирт) и 5% соляной кислоты используют в течение 

30-45 с. Разведение сильного кислого красителя необходимо для полного удаления папки-планшета. В 

настоящем изобретении вместо этанола можно использовать 70% дистиллированную воду. С помощью 

воды можно разводить кислоту, и дифференциация может приводить к оптимальному окрашиванию. 

Однако при использовании воды вместо спирта могут иметь место нарушения окрашивания. Можно вы-

бирать n-изопропанол. 

Исходным цветом кислой среды на препаратах ткани является яркий красно-фиолетовый цвет. Он 

не является постоянным цветом и должен перейти в устойчивый синий цвет. Красная фаза окрашивания 

вымывается под покровным стеклом. Синяя фаза устойчива к растворителям, нерастворима и обеспечи-

вается водой и слабыми растворителями, устойчивое превращение обеспечивают посредством коррекции 

pH. Водопроводная вода или другие щелочные растворы обеспечивают синее окрашивание. Воды, а так-

же других щелочных растворов, таких как 0,1-1% раствор карбоната лития, 0,5% ацетат натрия, 2% би-

карбонат натрия и раствора Скотта вместо водопроводной воды, может быть достаточно для синего ок-

рашивания ядер (фиг. 8). 

Хлор в воде может вызывать выцветание красителя на препаратах и может полностью устранять 

окрашивание и отбеливание. В случае использования хлорированной воды промывка водопроводной 

водой должна устранять секреты, или следует использовать нехлорированную воду. Высокий pH может 

ингибировать последующее окрашивание эозином, если для синего окрашивания используют сильную 

щелочь. Дифференциацию можно поддерживать с использованием растворителей, обеспечивая контроль 

pH, с помощью фиксаторов, окислителей и других красителей. 

Избыток красителя можно снижать с использованием протравы. Конкурирует за связывание с тка-

нью, проникает больше протравных красителей, содержащихся в растворе, и медленно отделяет краси-

тель от ткани. Возможно полное удаление при использовании этого способа в отношении окрашиваемых 

препаратов. Созревание будет повышать эффективность раствора красителя. Созревания можно дости-

гать посредством естественного процесса окисления, который является более надежным и долговечным. 

Будет полезной колба большого размера, свободно закрытая ватой, что делает возможным проникнове-

ние воздуха сверху. Колбу необходимо помещать в теплое, темное и проветриваемое место для медлен-

ного окисления. 

В химическом созревании используют химические окислители, что обеспечивает более быстрое и 

эффективное созревание. Кипячение ускоряет процесс, после кипячения йодат натрия, гипохлорит каль-

ция, пероксид водорода, USP, перманганат калия, феррицианид калия, йодид натрия, оксид цинка можно 



034938 

- 11 - 

использовать в качестве химического окислителя помимо перйодата калия и гипохлорита натрия. 

При комбинировании с солью алюминия, такой как сульфат алюминия-калия, раствор является 

бледным (незрелым) непрозрачным прозрачным фиолетовым и при окислении он становится ярко-

фиолетовым (зрелым). Их также можно комбинировать с солями железа. Они, как правило, имеют очень 

темный фиолетовый цвет. В зависимости от используемого соединения в качестве окислителя можно 

использовать щавелевую кислоту, буру, феррицианид, перманганат калия. 

Основной протравой для окрашивания может являться раствор сульфата алюминия или сульфат 

алюминия-калия, сульфат алюминия-аммония, сульфат алюминия-натрия, ацетат алюминия и нитрат 

алюминия. 5 г/л порошка красителя подлежат использованию в качестве водного растворителя, следует 

использовать дистиллированную воду. Соотношение протравы и красителя является приблизительно 10-

кратным или меньшим. При избыточном и непрерывном окислении образуется осадок. Этот осадок так-

же содержит протраву, как правило, неактивные производные, полученные посредством окисления. Со-

став красителя периодически фильтруют. 

Жидкий состав из Papaver rhoeas, получаемый из экстракта, является темно-красным, и его обраба-

тывают различными способами. Измельченный в порошок продукт подходит для коммерческой продажи 

(особенно в терминах простоты транспортировки), и его готовит техник-лаборант в больницах и лабора-

ториях. Тестируемые растворы легко транспортировать, т.к. их легко упаковывать, или можно достав-

лять в соответствующую больницу в темных контейнерах. 

При реакции уксусной кислоты с корой ядерного хроматина получают более устойчивое и четкое 

изображение ядра. Состав красителя с алюминиевой протравой имеет кислый pH (pH от -3,3 до -2,5). 

Эффективность окрашивания структур может снижаться, если контейнеры с красителем перемещали при 

многочисленных промывках при окрашивании. Добавление нового раствора будет усиливать покрытие. 

Есть менее эффективные производные, образующиеся в растворе после окисления, приводящие к обра-

зованию некоторого осадка. Жидкий состав можно хранить в бочке или контейнере, покрытым тонким 

слоем масла для предотвращения аэробного окисления. 

Эозин Y или другие красители можно использовать в качестве контркрасителя для цитоплазмы. В 

этом случае применимы общие принципы, но результатом является субъективная оценка. Контрастный 

краситель идеален не только потому что он хорошо выделяет синие компоненты кора вне ядра, но также 

должен позволять четко отличать ткани друг от друга (фиг. 14), должен позволять отличать от образца 

коллагена новую мышечную ткань. Эозин Y, как правило, растворим в 95% этаноле, таким образом, если 

препарат пластинки CAs с закрытым, если спирт оставляют на слишком большой период времени в my 

boyanmisla будет становится бесцветным. Если оставляют в 95% этаноле на слишком большой период 

времени, таким образом, можно получать окрашенную EO бесцветную ткань, оно составляет менее чем 

100% этанола по разрешению Eon, но здесь тоже краситель удаляют из ткани. Для избежания этой про-

блемы после быстрого погружения эозинофильных препаратов 7-10 раз необходимо промывать 95% эта-

нолом остаток или форму. Красное окрашивание эозином создает подходящий контраст для синего ядра. 

Эозин Y, как правило, имеет немного желтовато-оранжевый цвет, но уксусная кислота делает его более 

красным. 

Интенсивность красного окрашивания важна для различения структур вне ядра. Неправильное ок-

рашивание вызывает слабое окрашивание, с другой стороны, слишком много красителя вне ядра затруд-

няет различение структур ткани. Докрашивание эозином при комбинировании дает коллагену бледно-

розовый цвет, мышечной ткани темно-розовый, ацидофильной цитоплазме красный, базофильной цито-

плазме фиолетовый, ядру темный фиолетово-синий, эритроциты окрашиваются красным. Эозин необхо-

димо наносить на препараты приблизительно через 1 мин после окрашивания составом Papaver rhoeas. 

Затем необходимо вымывать большую часть эозинового красителя (129, 130). Предпочтительно с 

этой целью выбирают концентрацию 50, 75 и 95% серии растворов этилового спирта. 

Прекращение окрашивания является важным критерием, но то, когда его лучше осуществлять, оце-

нивают визуально по интенсивности цвета и контрасту. Опыт в получении стандартов и контроле каче-

ства окрашивания приводит к улучшению эффективности окрашивания (134-138). 

Состав из Papaver rhoeas используют для окрашивания биологических образцов не принадлежащих 

человеку тканей. Например, детально окрашивают дрожжи в образце (фиг. 15). 

И снова при световой и атомно-силовой микроскопии наблюдали цистернальную структуру, распо-

ложенную в идеальном порядке, заполненную жидкостью, образуемую исключительными пропорцио-

нальными спиральными трубками (фиг. 16, 17). 

Примеры 

Пример 1. Получение предшественника. Замороженные, свежие или высушенные лепестки Papaver 

rhoeas используют в получении экстрагируемого красителя (фиг. 9). Листья фрагментируют, добавляют 

дистиллированную воду, а затем позволяют отстаиваться в течение ночи, затем прессуют для экстракции 

жидкого красителя, получают предшественник. Сначала красители являются фиолетовыми, красными, 

фиолетово-красными, красно-фиолетовыми и красновато-синими. После фильтрации раствор является 

таким, что соотношение формалина, этанола, метанола составляет 1/10, включают растворитель, такой 

как другой простой эфир и сушат при высокой температуре в инкубаторе при 30-60°С. Высушенный сы-
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рой материал снова обрабатывали метанолом и отделяли осадок. Этот осадок используют для получения 

порошкообразного сырья. Этот осадок добавляют в холодный или кипящий этиловый спирт (1 г красите-

ля/100 этилового спирта) и растворяют. Эту жидкую смесь (холодную или при температуре кипения) 

добавляют к 1000 мл деионизированной воды. 

Пример 2. Для молекулярного анализа раствор экстракта фильтровали, обрабатывали этанолом и 

высушивали в инкубаторе. Сухой образец распыляли, а затем три раза пропускали через метаноловую 

баню, помещали в инкубатор на ночь при 30-60°С и выпаривали жидкую фракцию. 1 г полученного по-

рошка растворяют в 100 см
3
 этанола и абсорбируют на волокнах на планшете. Наблюдают синее окра-

шивание розовых планшетов при использовании 1% раствора аммония. Этот синий краситель растворя-

ют в уксусной кислоте. Удаляли жидкую фракцию для анализа оставшегося сухого порошка. 

Пример 3. Химический окислитель использовали в композиции этой новой молекулы частично или 

полностью. Производные молекулы будут образовываться в результате окисления. Однако также могут 

образовываться менее активные комплексы. Молярное соотношение окислителя и молекулы составляет 

от 4:1 до 1:1. Краситель в растворителе содержит множество протрав (протраву на основе алюминия, 

железа, висмута, меди, молибдена, хрома, ванадия и циркония) (120, 121). Молярное соотношение моле-

кулы и протравы составляет 2:1 и 1:100, это соотношение отличается в зависимости от составов, напри-

мер, оно изменяется с 1:20 на 1:5. Состав также может содержать кислоту, такую как уксусная кислота. 

Конечный протравный краситель и раствор растворителя (например, AlCl3 80%. 10-50 г/л) имеет кислый 

pH. Посредством добавления кислоты в состав регулируют специфичность окрашивания ядер и повы-

шают срок годности. Синее окрашивание позволяет выделять форму ядра клетки. Добавление уксусной 

кислоты в состав красителя делает цвет ярким коричневато-фиолетовым (фиг. 10). 

Пример 4. Хотя идеальный pH состава составляет 2,5, он варьируется от 1 до 4. В некоторых кон-

кретных вариантах осуществления окислителем является йодат натрия в композиции, сульфат алюминия 

в качестве протравы, хлорид алюминия, антиоксиданты в виде β-циклодекстрина, от 60 до 90% воды в 

качестве растворителя, можно использовать от 10 до 40% этиленгликоля в смеси. Можно использовать n-

пропилгаллат, гидрохинон и один или несколько водорастворимых антиоксидантов. 

Пример 5. Окрашивание осуществляют прогрессивным или регрессивным образом. Биологические 

образцы помещают на микроскопические стекла. Способ также можно использовать для цитологических 

образцов, помещенных на микроскопические стекла. Для докрашивания выбирают эозин. 

Пример 6. Стабилизаторы предотвращают избыточное окисление, испарение и, в конечном итоге, 

осаждение. Состав красителя получают с использованием количества растворителя и устанавливают со-

отношение краситель/растворитель 1-20 г/л. Для растворов для прогрессивного окрашивания используют 

минимум 1 г красителя на 1 л, и краситель для регрессивного окрашивания содержит по меньшей мере 5 

г/л растворителя. Если количество протравы остается постоянным, менее концентрированный краситель 

в растворе позволяет осуществлять более селективное окрашивание ядра клетки. Например, для дости-

жения оптимальной селективности добавляют 5 мл 10% раствора красителя и повышенное количество 

более 10% спиртового раствора красителя. 

Пример 7. Если концентрация является более низкой и соотношение протравных красите-

лей/красителя в растворе является высоким, остается в растворе и небольшое количество красителя и 

прикрепляется к ткани. Добавление кислоты, такой как 0,1% или 2% уксусная кислота, лимонная кисло-

та, повышает срок годности. 

 Пример 8. Очень низкий уровень pH раствора важен для диагностики, т.к. кальцификаты в ткани 

также могут растворяться. Таким образом, диагностика может приводить к ошибкам и исключению рас-

твора с сильными кислотами. Увеличивающиеся концентрации 0,2 мл ледяной уксусной кислоты можно 

тестировать посредством добавления 0,1 мл HCl. Используя 5 г красителя и 50 г протравы (сульфат алю-

миния) получают состав для регрессивного окрашивания (соотношение 1/10), используя 1 г красителя и 

50 г протравы (сульфат алюминия) получают состав для прогрессивного окрашивания (соотношение 

1/50) (фиг. 9). 

Пример 9. 1000 мл деионизированной воды в точке кипения помещают в большую колбу. Она 

включает 50 г сульфата аммония, смеси позволяют охладиться. 4 г сухого порошка помещают в колбу, 

перемешивают с 0,4 г йодида натрия, растворяют в 50 мл холодной воды. Добавляют 100 см
3
 этиленгли-

коля, смешивают с ним и добавляют 10 см
3
 уксусной кислоты (pH составляет от 2,7 до 3,1). Стоковые 

растворы смешивают друг с другом. Краситель готов к использованию. Время нанесения красителя не-

обходимо оптимизировать в ходе исследования. 

Пример 10. Также возможны модификации. Добавление кислоты к 100 г бескислотного состава для 

регрессивного окрашивания, где 5 г красителя протравного красителя состава с. В этом случае соотно-

шение составляет 1/20 (5 г красителя+100 г сульфата алюминия). 1-2 г для состава для прогрессивного 

окрашивания на1 л и 5-6 г состава для регрессивного и промежуточного окрашивания содержит 3-4 г 

красителя. Получение красителя и нанесение должны быть понятны специалисту в этой области. Изме-

няя содержание красителя можно корректировать качество получаемого красителя. 

Пример 11. Полученный порошок является кирпично-красновато-фиолетово-коричневым и раство-

рим в этаноле и менее растворим в воде (100 см
3
 воды, но 1 г красителя, растворяющий 100 г этилового 
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спирта, 35-50 г растворяет удаляемый краситель). Глицерин можно включать в качестве антиоксиданта, 

он предотвращает избыточное окисление состава, а также предотвращает развитие грибов. Любое проти-

вомикробное средство, такой как Proclin 300, азид натрия, Proclin 150, противомикробное средство, 

такое как Proclin 200 и 950, добавляют для ингибирования роста микроорганизмов в диапазоне pH 

(например) 2,0-5 к раствору в количестве приблизительно 0,04% Proclin 300 (Sigma Aldrich, St Louis, 

МО) (фиг. 10). 

Ссылки 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Соединение для окрашивания ядер клеток, полученное из экстракта Papaver rhoeas, характери-

зующееся структурной формулой 

 
2. Способ получения соединения по п.1, включающий 

выделение твердого экстракта из высушенных красных лепестков Papaver rhoeas посредством хи-

мической экстракции твердого тела жидкостью, фильтрации, центрифугирования и дистилляции с при-

менением полярных и неполярных растворителей; 

получение очищенной молекулы в твердом состоянии посредством препаративной хроматографии 

(высокоэффективная жидкостная хроматография - ВЭЖХ), фрагментации и лиофилизации твердого экс-

тракта с применением ВЭЖХ растворителей для подвижной фазы. 

3. Применение соединения по п.1 для окрашивания ядер клеток для микроскопической оценки в ги-

стопатологии, микробиологии или цитологии в автоматизированных или ручных диагностических спо-

собах окрашивания. 

4. Применение соединения по п.1 в иммуногистохимических диагностических технологиях. 

5. Применение соединения по п.1 в оценке и диагностике с помощью биоптатов опухолей, тонкои-

гольных биоптатов, мазков, смывов, образцов, полученных хирургическим путем, образцов, полученных 

до, во время и после хирургической операции, и других образцов, полученных другими инвазивными и 

неинвазивными способами, и выделенных и/или замороженных образцов и биологических материалов. 

6. Композиция для окрашивания ядер клеток при микроскопической оценке в гистопатологии, мик-

робиологии или цитологии в автоматизированных или ручных диагностических способах окрашивания, 

содержащая соединение по п.1. 

 

 
Фиг. 1 

Способы, используемые в разработке состава из Papaver rhoeas 
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Фиг. 2 

Получение предшественника состава из Papaver rhoeas 

 

 
Фиг. 3 

Предшественник состава красителя из Papaver rhoeas 

 

 
Фиг. 4 

цис-транс-Конфигурация молекулы из Papaver rhoeas 
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Фиг. 5 

Название и конфигурация молекулы из Papaver rhoeas 

 

 
Фиг. 6 

Степени окрашивания составом из Papaver rhoeas 

 

 
Фиг. 7 

Методология окрашивания составом из Papaver rhoeas 

 

 
Фиг. 8 

Дифференциация состава из Papaver rhoeas 
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Фиг. 9 

Профиль окрашивания составом из Papaver rhoeas 

 

 
Фиг. 10 

Состав красителя из клеточной ткани из Papaver rhoeas 

 

 
Фиг. 11 

 

 
Фиг. 12 
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Фиг. 13 

 

 
Фиг. 14 

 

 
Фиг. 15 

 

 
Фиг. 16 
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Фиг. 17 

Атомно-силовая микроскопия цистернальных структур в лепестках с водным содержимым 

 

 
Фиг. 18 

Результаты ЯМР 
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