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Uber denNaehweis yon FettstoIfen im Gewebe mit Nilblausulfat 
Von 

Fm PnINz 

Nit 1 Textabbildung 

(Eingegangen am 31. Mai 1958) 

Nilblausuliat wurde in den letzten Jahrzehnten als FettfarbstofI  
kaum angewendet. W/~hrend sehon LOt~RAIN SMITH vorschreibt, dab 
vor dem F/~rbegebrauch eine ges/~ttigte wi~13rige Nilblausulfat-L6sung 
mit  0,5 %iger Schwefels/iure ffir 1--2 Std am RiickfluBkfihler zu kochen 
ist, wird diese Vorsehrift in unserem Sehrifttum fiber histologische Unter.. 
suehungsmethoden nicht erwi~hnt. Durch den KochprozeB entsteht  in 
der blauen Farbl6sung ein Oxazon-Derivat,  welches rot  und stark fett- 
16slieh ist. Dieser rote Farbstoff  f/~rbt, wie Untersuehungen yon LE~EXT 
und W]~ITZ]~L zeigen, die veresterten flfissigen und weichen Fet te  rosa- 
rot, wghrend das wasserl6sliehe Salz des Nilblau neben andercn Stoffen 
die flfissigen Fetts/~uren blau fiirbt. LIsosr erbrachte den Naehweis, dab 
ein Nilblau des Handels bereits mehr oder weniger reichlieh pr/ifor- 
miertes Oxazon enth/ilt. Daher kann auch schon eine nicht durch 
Kochen vorbehandelte Farbl6sung Fet t t ropfen rosarot Igrben. I m  
iibrigen l~l?t sieh, wit  wir bestgtigen k6nnen, im Chlorid des Nilblau 
sehwerer als im Sulfat durch den KochprozeB eine Anreieherung mit  
rotem Oxazon erzielen. 

Eigene Untersuehungen zeigen, dab eine Fettfi~rbung mit  Nilblau- 
sulfat weitgehend abh/~ngig ist yon dem Gehalt der Farbl6sung an 
rotem Oxazon. Wird eine irisch angesetzte, nieht gekoehte Nilblau- 
sullat-L6sung zur Fettfiirbung verwandt,  dann f~rben sich die Fett-  
tropfen nur sehwach rosa. Nilblausulfat so angewandt, stellt ein schwa- 
ches Fet tdiachrom dar. Kocht  man dagegen vor dem Gebraueh die 
Farbl6sung, dann f/~rben sich die Fet t t ropfen kr/~ftig rosarot. Dureh 
diese Kochvorbehandlung wird der Farbstolf  zu einem guten Diachrom. 
Daher halten wir es fiir angebraeht, dab aueh in unseren Methode- 
biichern diese Kochvorsehrift  aufgenommen wird. 

Bekannt  ist, dab ls in Formalin fixiertes Gewebe bei der Fgrbung 
mit  Nilblausulfat keine rosarote, sondern eine violette oder gar blaue 
F~rbung seiner Fet t t ropfen ergibt. Nach BOEMINGtIAUS wird diese Er- 
seheinung auf Einwirkung der im alten Formalin sich bildenden Ameisen- 
s/iure zurfickgeffihrt, die das Neutralfet t  in Glycerin und Fetts~uren 
spalten soll. Nun haben wir entsprechendes Gewebe bei Zimmer- 
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temperatur  und im Brutschrank (37 ~ in saurem Formalin, in mit Ma- 
gnesium carbonieum alkaliseh gchaltencm Formalin sowie in Formalin 
freier Kaliumbichromatl6sung fixiert und laufend histologisch unter- 
sucht. Als Kontrolle diente unfixiertes Gcwebe, welches fiber die 
gleiehe Zeit bci Zimmertemperatnr gehalten wurde. Unsere Unter- 
suchungen zeigell, dab sowohl in saurcm wie in alkalischem Formalin 
als auch in der Formalin freien Fixierllngsflfissigkeit wie im Frisch- 
gewebe ein Farbumschlag der Fett tropfen und Fettzellen yon rosarot 
fiber violett nach blau fiberall sieh vollzog und schon nach 1--2 Woehen 
einsetzte. Das in alkalischem Formalin fixierte Material machte durch- 
aus keine Ausnahme. Jedoch lieg sieh bier eine Verz6gerung des Farb- 
umschlages gegenfiber dem sauren Formalin feststellen. W~hrend im 
sauren Formalin der Farbumschlag bald einsetzte und nach 4--5 Wochen 
bereits weitgehend beendet war, zeigte das in alkalisehcm Formalin 
fixicrte Gewebe nach etwa 8 Wochen nebcn violettcn mad blau ge- 
farbtell Fetttrolofell noch rosarote Tropfen. Mit Sudan-F/~rbung durch- 
gefiihrte Kontrollen zeigten weder bei der Fixierungsart lloch der 
Fixierungsdauer erkcnnbare Untersehiede. Ein soleher Farbumsehlag 
kann auch sofort dutch einen Kunstgriff an Gewebeschnitten erzielt 
werdell, wenn der Sehnitt vor der Fgrbung mit Nilblausulfat 2--3 Std 
einer Lipasel6sllng ausgesetzt wird. Naeh der Fgrbung sind histologiseh 
dann llnterschiedlich yon rosarot naeh violett und blau gefi~rbte Fett-  
tropfen zu erkennen. Aus unseren Untcrsuchungen geht hervor, dab ein 
Farbumschlag yon Fett tropfen in 1/~nger fixierten Geweben bei der 
F/Lrbllng mit Nilblausulfat nieht nur in Formalin haltigen, sondern aueh 
in Formalin freien Fixierungsflfissigkeitell, ja selbst in unfixicrten Ge- 
weben eintritt. Wit m6chten daher die Erscheinung des Farbumsehlages 
nicht, wie bishcr angenommen wurde, nur allf die in altem Formalin 
sich bildende Ameisens/~ure allein, sondern ganz allgcmein auf den 
llatiirliehen, nach dem Todc eintretenden ZersetzungsprozeB der ver- 
esterten Fette zurfickffihren, der im sallren Milieu sehneller als im 
alkalischen sich vollzieht. Das ws des Lebens vom Organismus 
aufgebaute Fet t  zerf/~llt naeh dem Tode wieder in seine einzelnen 
Komloonenten. Daher ist eille Fettfgrbung mit Nilblallsulfat nllr dann 
sinnvoll, wenn sie an Frisch- oder nur kurz fixiertem Gewebe ausgefiihrt 
wird, weft sonst die bald nach dem Tode einsetzenden Fettabbauvergnde- 
rungcn st6rclld wirken. Weitgchend bis zu den wasserl6sliehell Kompo- 
ncnten abgebaute Fettstoffe sind im lebenden Gewebe unter normalen 
Verhgltnissen morphologisch kaum je naehweisbar. Anders dagegen bei 
krankhaiten Verandcrungen, wie die Fettnekroseherde einer akuten 
Pankreasnekrose zeigen. Hier lassen sich bei F/~rbung mit Nilblausulfat 
in einem Bliekfcld die verschiedenstell Abbaustufen mit lila, violettell 
oder gar blauen Farbt6nen feststellen. 
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Auf eine weitere, in der Botanik erst seit 1952 durch die Unter- 
suchungen yon DaAW~RT an Pflanzenmikrosomen bekannte Eigenschaft 
des ~ilblausulfat m5chten wir hier aufmerksam machen, die bei uns 
bisher weitgehend unbeachtet blieb. Das Nilblausulfat richtig ange- 
wandt, ist nicht nur, wie unsere Untersuchungen zeigen, ein brauchbares 
Diachrora, sondern auch ein ebenso ausgezeichnetes ~u 
Die iluorescierende Eigenschaft h~ngt wiederum weitgehend yon dem 
Gehalt der Farbl5sung an rotem Oxazon ab. Fetttropfen, die mit hTil- 

Abb .  1. Mit  Ni lb ]ausu l fa t  geff~rbte Fe t t l ebe r  i m  UV-Lich t .  Xr~f t ige  goldgelbe  Fluorescenz  
tier F e t t t r o p f e n  (ira Bilde we i r )  

blausuliat sich rosarot farben, zeigen im UV-Licht eine kraftige, leuch- 
tend goldgelbe Fluorescenz. Selbst kleinste Tr5pfchen fluoreszieren 
intensiv (Abb. 1). Auch hier lal~t sich ein deutlicher Unterschied zwi- 
schen einer kalt angesetzten und einer vorher gekochten FarblSsung iest- 
stellen. Der Fluorescenzfarbton ist bei Anwendung einer frisch ange- 
setzten FarblSsung deutlich b]asser. Der im tte]lfeldmikroskop so 
charakteristische Farbumschlag des sich zersetzenden Fettes l~l~t sich 
auch bei der Fluorescenz im UV-Licht feststellen. In Abbau begriffene 
Fetttropfen, die im Hellfeldbild violett oder blau erscheinen, zeigen im 
UV-Licht eine verd~mmernde Fhlorescenz. Weitgehend abgebaute, tiei 
blau gef~rbte Fetttropfen fluorescieren nicht mehr. Die hervorragende 
Fluorescenzeigenschaft des roten Oxazons l ~ t  sich nutzbringend im 
Routinebetrieb des Sektionssaales verwenden. So kann beispielsweise 
eine Lungenfettembolie schnell im Fluorescenzmikroskop an Lungen- 
zupfprgparaten bei Zusatz eines Tropfens ~ilblausulfat sofort und sicher 
nachgewiesen werden. 
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Zusammenfassung 

Nilb]ausulfat ist ein ausgezcichneter FettfarbstoH, wenn die schon 
yon LO~RAI~ SMIT~ empfohlene F/~rbevorsehrift beachtet wird. Der 
Farbton des Fettes h~ngt yon dem in der blauen Farbl6sung vorhande- 
nen roten Oxazon-Farbstoff ab, der dureh Kochen angereiehert werden 
muB. Das Oxazon-Derivat ist ein gates Diaehrom und cbenso ausge- 
zeichnetes Fluorochrom Ifir flfissige und wciche veresterte Fettstoffe. 
Ein Farbumsehlag dcr Fetttropfen in 1/~nger Formalin fixierten Geweben 
bei F/irbung mit Nilblausulfat yon rosarot nach blau beruht nicht allein 
auf Einwirkung der im alten Formalin sieh bildenden Ameiscnss 
sondern auf einem nat/irlichen ZersetzungsprozeB der veresterten Fette, 
der nach dem Tode einsetzt und im sauren Milieu sehneller Ms im 
MkMischen ablguft. 

Summary 

Nile Blue sulphate is an excellent dye for fats if used according to 
LO~RA~ SMITH. The color of the fat depends from the red oxazone 
present in the blue dye solution, which must be enriched by boiling. The 
oxazone derivative is also a fluorochrome for liquid and soft esterified 
fa t ty  substances. A color change from pink to blue is observed in fat 
droplets which have been fixed for a longer time in formalin; this 
change is not only caused by the formic acid formation in old for- 
malin, but also by the natural decomposition of fat beginning after 
death and proceeding more rapidly in acid milieu than in alkaline. 

Literatur 
BOE~CIINGYIAUS, I~. : ~ber den Wert der Nilblaumethode ftir die Darstellung der 

Fettsubstanzen. Beitr. path. Anat. 67, 533 (1920). - -  DRAW~nT, H. : Vitale Fluoro- 
chromierung der Mikrosomen mit Nilblausulfat. Ber. dtsch, bot. Ges. 65, 263 
(1952). - -  L~N~ERT, K., u. G. WEITZEL: Zur Spezifit~t der histologisehen Fett- 
f~rbungsmethoden. Z. wiss. Mikr. 61, 20 (1952/53). - -  LIso~, L. : Histoehimie et 
Cytochimie Animales. Paris: Gauthier-Villars 1 9 3 6 . -  SMIT~, J.L.:  On the 
simultaneous staining of neutral fat and fatty acid by oxazine dyes. J. Path. Bact. 
12, 1 (1908). 

Doz. Dr. F. PRI~z, Pathologisches Institut der Universit~t Marburga. d. Lahn 
Robert-Koch-StraBe 5 


