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Characterization of the dye complexes in
triacid staining solutions

Masakazu Kondo'", Shinya Yasumoto' and Michiyo Kimura®

Abstract : Triacid staining solution (neutral mixture) contains dye complex. Here, we speculate on the structure
and characteristics of the dye complex in various triacid staining solutions. It was inferred that the dye complexes
in the Ehrlich (methyl green + 2 acid fuchsin, methyl green + 2 orange G, methyl green + acid fuchsin + orange G),
Romanowsky (eosin + methylene blue), and Pappenheim (eosin + methylene azure) triacid stains behave as acidic
dyes, and that the dye complexes do not dissociate against weakly acidophilic objects, resulting in staining with a
complex color (purple). Therefore, it can be said that the objects to which the dye complexes bind without
dissociation do not need to be basophilic. When the stained material is highly acidophilic or basic, the dye complex
dissociates, and the acidophilic object is stained by the acidic dye and the basiophilic object by the basic dye. The
dissociation of dye complexes depends on the degree of acidophilicity and basophilicity of the stained material, and
the dissociation depends on the types of dye composing the dye complexes. The dye complex in a triacid stain can
be defined as a purple acidic dye in which the bonds between the acidic and basic dyes in the complex can be

broken, depending on the acidophilic and basophilic strength of the object.
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Fig. 1. Schematic illustration of the expected dye
complex in Romanowsky’s” and Pappenheim’s” neutral
mixture (triacid stain). Combination of dibasic acid dye
(eosin) and monoacidic basic dye (methylen blue” or
methylen azure”). @, acid group; ©, basic group.
Astarisk indicates free group.
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TEERBIFTCWD, oML dmELEE, EEEL
SFIEEMEEEZIRL, &k, Pappenheim (1909b) @
SO BT B & B R ORI TH R
ERTIEICMHMYT E, TIEHCOREHEE I ?
Hirschfeld (1897)""13p25-CTamassia (1895) 25tk 7 7 ~
YERXF VYT — OREW " F CRFUE R IS 4 i
Wk 2 BlEE L 72 LR T Wb, Tamassia (1895) P DiRA
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Yt B EhE L, APt THiFREomil 257z LT
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Pappenheim® 3 D2-alZidb v VMY T B EEZ b
720 ¥4 b b, Hirschfeld (1897)*Tidk v ¥ D lifhEkic
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% oTwh, TNHODFEHM 25, Pappenheim (1909a,
1909b)*132-a% EEL7=DTH A I L L, TO5H
3k # 3 Hirschfeld (1897)" & # & 1 % % % Hirschfeld
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BTIZHWEEHELCIEBRLEVE LTS, F 7,
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Fig. 2. Schematic illustration of the expected dye complex in basic neutral mixture (basic
triacid stain). Combination of dibasic acid dye (orange G or eosin) and diacidic basic dye
(methyl green). @, acid group; @, basic group. Astarisk indicates free group.

Methyl
green

Fig. 3. Schematic illustration of the expected dye complex in basic neutral mixture (basic
triacid stain). Combination of tribasic acid dye (acid fuchsin) and diacidic basic dye (methyl
green). @, acid group; @, basic group. Astarisk indicates free group.



42 AR, ZARER ANIER

ABH), Ameiurusl® F < A (T %4 A B; Amiurus & 3% 350),
Carassius (FEZAW), F ¥ 3 [Schleirschwanz (fl); i
A,

AT B R p524MTELCH Y, Carassius, Cobitis
B & WPetromyzon|Z2 '\ TIiIps24#1{#3, po25HE6H X
UpS27HITELIC B %o ph27THITELTIX Cyprinusd & F 1T
WEBRINFRLETHVHIRESNEIRETH L, 2B,
p532L32-35C & Carassius, CyprinusH & U Petromyzon|Zhf
HYERASFERET LI LR oTWwDEAH, 20
Cyprinus% Cobitis® # ) T & » 9. Pappenheimiz
p550L18 T Petromyzon & % @ %) = Ammocoetes planari’e 5
BICH W2 L 2RLTWE I enD, AXHOHSD
BRERAE B BT B Petromyzon & (& Petromyzon planari% &
9o Petromyzon planari® %) AN UF P FEALASERSZ S N B
Z &id, pbH25MIE6 & p533L221C, X ¥ 7 FE D Myxine
IZDWTIEp533L221CFid SN TV 5,

“Werzberg (191112 X #7L1Z, von Niegolewski (1894)"*13
Ap Q&b WEF2ME, N RB2RE S X OV &
L 72: W 4 i, fire salamander Salamandra maculosa
(Salamandra salamandra® ¥ 7 = 1) & 3 —ua w3k J 4
< W T )VRana esculenta; 7> W3H, Emys lutaria (3 —1 » %
X A A Emys orbicularis® 3 J = 1) & Tropidonotus natrix
(T —v v 3% < B H ¥ Natrix natrix® > J = L), a3,
Carassius auratus & stone loach Cobitis barbatula (Barbatula
barbatula® > 7 = 1),

“Z OPappenheimD EFE XTI TH B, BZF 5L, ki
& 5 TEhrlich® R iZHix TH o 72D TH A ) o

“Ehrlichid 2 b ofa#Er IR BEAZLEEZTBY
B MBOFREHE D ZOZ LICEMERLTw ARV, #F
# 5, EhrlicheMOWZEBEBHEH L7724 > XY » (%
Zix=ruy ) WEEEBERTH L LEZTEY, 2
MIZOWTIIBIRTEET %,

“EiHE" 12 3V CTKanthack & Hardy (1894)A3Ehlrich® o
Wik 2 o F O RRER & LTwa LRt L7z
(p90). ZHIFIEMETIZ 2 A2 72D TZ 2 THIBR-FTIES 0

51 A3

1) JEHEER, ARG, AN iR o T
B3 5 SCRk Lo E g “IFh T i P KERE
B 98 # 2, 72, 89-102 (2024) [Kondo M, Yasumoto S,

Kimura M: Literature review on the “neutrophilic” of

neutrophilic granules: What is “neutrophilic” ? Journal
of National Fisheries University, 72, 89-102 (2024) (in
Japanese with English abstract)]

2) Ehrlich P, Lazarus A (Mitverfasser): Die Anaemie:

Normale und Pathologische Histologie des Blutes.
Alfred Holder, Wien, 201pp + 2 Tafeln (I & II) (1898)

3) Ehrlich P (Vorwort), Lazarus A, Naegeli O

(mitwirkender Author): Die Anaemie: Normale und
Pathologische Histologie des Blutes (zweite Auflage).
Alfred Holder, Wien & Leipzig, 161pp + 5 Tafeln (I-V)
(1909)

4) Romanowsky D: Zur Frage der Parasitologie und

Therapie der Malaria. St. Petersburger Medicinische
Wochenschrift, 16, 297-302 + 307-315 (1891)

5) Pappenheim A: Eine panaptische Triazidfirbung.

Deutsche Medicinische Wochenschrift, 27, 798-799 (1901)

6) Ehrlich P: Methodologische Beitrige zur Physiologie

und Pathologie der verschiedenen Formen der
Leukocyten. Zeitschrift fiir Klinische Medizin, 1, 553-560
(1880)

7) Ehrlich P: Demonstration eines leukdmischen

Blutpraparates. Deutsche Medicinische Wochenschrift, 9,
670-671 (1983)

8) Ehrlich P: Zur Kenntniss des acuten Milztumors.

Charit-Annalen, 9, 107-114 (1884)

9) Ehrlich P: Ueber schwere andmische Zustande.

Verhandlungen des Kongresses fiir Innere Medizin, 11, 33-52
(1892)

10) Rosin H: Neutrale Farbstoffe und Farbgemische. In:

Ehrlich P, Krause R, Mosse M, Rosin H, Weigert C
(herausgegeben) Encyklopidie der Mikroskopischen
Technik mit besonderer Beriicksichtigung der
Farbelehre. Urban & Schwarzenberg, Berlin & Wien,
1028-1033 (1903)

11) Rosin H: Neutrale Farbstoffe und Farbgemische. In:

Ehrlich P, Krause R, Mosse M, Rosin H, Weigert C
(herausgegeben) Encyklopadie der Mikroskopischen
Technik (Zweite, vermehrte und verbesserte Auflage;
II. Band). Urban & Schwarzenberg, Berlin & Wien,
311-316 (1910)

12) Pappenheim A: Einige interessante Tatsachen und

theoretische Ergebnisse der vergleichenden



Triacid et D 43

Leukozytenmorphologie. Folia Haematologica:
Internationales Zentralorgan fiir Blut- und Serumforschung,
8, 504-563 (1909a)

13) Pappenheim A: Atlas der Menschlichen Blutzellen,
Zweite (SchluB-) Lieferung (II. Teil), 84-571 + 13 Taf
(XIII-XXYV). Gustav Fischer, Jene (1909b)

14) Hirschfeld H: Beitrdge zur vergleichenden
Morphologie der Leukocyten. Archiv fiir Pathologische
Anatomie und Physiologie und fiir Klinische Medicin, 149,
2251 + 1 Tafel (I) (1897)

15) Furno A: Beitrige zur Kenntnis der vergleichenden
Hiamatologie der Spezialleukozyten-Granulationen
einiger Laboratoriums-Siugetiere. Folia Haematologica:
Internationales Magazin fiir Klinische und Morphologische
Haematologie, I. Teil, Archiv, 11, 219-252 (1911)

16) von Niegolewski F: Die Ehrlich’sche Granulation der
weissen Blutkorperchen bei einigen Tierspecies.
Inaugural-Dissertation, Miinchen (1894) [Title: cited
from Jahres-Verzeichniss der an den Deutschen
Universititen erschienenen Schriften X® (p206)]

17) Ilberg F: Das Blut des Menschen und der Tiere in
forensischer Beziehung, m. bes. Beriicks. d.
neutrophilen Granulationen. Inaugural-Dissertation,
Berlin (1895) [Title: cited from Jahres-Verzeichniss
der an den Deutschen Universitdten erschienenen
Schriften X*® (p9)]

18) Tamassia A: Valore delle granulazioni neutrofile dei
globuli bianchi nella determinazione specifica del
sangue. Gazzetta Medica Lombarda, 54, 12-13 (1895)

19) Mezincescu D: Contributions a la morphologie
comparee des leucocytes. Archives de Médecine
Expérimentale et d’Anatomie Pathologique, 14, 562-575 + 1
planche (XII) (1902)

20) Werzberg A: Studien zur vergleichenden

Hamozytologie einiger poikilothermer Vertebraten.

Folia Haematologica: Internationales Magazin fiir Klinische
und Morphologische Haematologie, 1. Teil, Archiv, 11, 17-
193 + 4 Tafeln (I-IV) (1911)

21) Pappenheim A: Richard May, Eine neue Methode der
Romanowsky-Fiarbung. Miinchener Medizinische
Wochenschrift. 1906. No. 8. Folia haematologica:
Internationales Zentralorgan fiir Blut- und Serumforschung,
3, 344 (1906)

22) Pappenheim A, Hirschfeld H (mitwirkender Author):
Uber akute myeloide und lymphadenoide
makrolymphozytire Leukdmie an der Hand von zwei
verschiedenen Fillen. Folia haematologica:
Internationales Zentralorgan fiir Blut- und Serumforschung,
5, 347425 + 2 Tafeln (IIT & IV) (1908)

23) Pappenheim A: Panaptische Universalfarbung fiir
Blutpréiparate. Medizinische Klinik. Beiheft, 4, 1244 (1908)

24) Ehrlich P: Ueber die specifischen Granulationen des
Blutes. Archiv fiir Anatomie und Physiologie,
Physiologische Abtheilung (Verhandlungen der
physiologischen Gesellschaft zu Berlin 1878-1879), 571-579
(1879)

25) Meinertz J: Beitrage zur vergleichenden Morphologie
der farblosen Blutzellen. Archiv fiir Pathologische
Anatomie und Physiologie und fiir Klinische Medicin, 168,
353-398 + 1 Tafel (XI) (1902)

26) Kanthack AA, Hardy WB: The morphology and
distribution of the wandering cells of mammalia. The
Journal of Physiology, 17, 81-119 + 1 plate (II) (1894)

27) May R, Griinwald L: Uber Blutfirbungen. Centralblatt
fiir Innere Medicin, 23, 265-270 (1902)

28) Anonym: Jahres-Verzeichniss der an den Deutschen
Universitaten erschienenen Schriften X (15. August
1894 bis 14. August 1895). A. Asher, Berlin, 310pp
(1895)





