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ПРЕДИСЛОВИЕ 
Изучение растений на клеточном уровне остается одной из важнейших задач биологии. 

Анализ структуры и функции клетки, процессов ее деления и дифференциации требует 
основательных навыков исследователя и умения выбрать наиболее подходящие методики 
для решения поставленной задачи. 

Настоящий справочник посвящен подготовке растительного материала для исследова­
ния с помощью светового микроскопа. При современном уровне развития техники свето­
вой микроскоп остается наиболее доступным инструментом для изучения растений на 
макро- и микроскопическом уровнях. Немаловажно и то, что подготовка препаратов для 
световой микроскопии в большинстве своем не требует дорогостоящего дополнительного 
оборудования, что делает ее доступной для широкого круга научно-исследовательских и 
образовательных учреждений. 

В книге описаны также методы приготовления препаратов как для самых простых при­
боров, позволяющих изучать объекты в проходящем свете в светлом поле, так и для более 
дорогих усложненных оптических систем: поляризационного, флуоресцентного микро­
скопов и др. 

Справочник содержит основные приемы, используемые при микроскопическом изуче­
нии растений, описанные в отечественных и зарубежных руководствах, многие из кото­
рых стали библиографической редкостью, а также в отдельных, часто малодоступных 
публикациях. Большинство методик апробировано, а в ряде случаев модифицировано ав­
торами в процессе их многолетней научной работы. Здесь собраны воедино методики ана­
томического, цитоэмбриологического и гистохимического исследования высших расте­
ний, а также способы выявления в тканях высших растений патогенных и образующих 
микоризу грибов, бактерий. В справочнике приведены некоторые способы прижизненных 
исследований растительной клетки, но основное внимание уделено приготовлению вре­
менных и постоянных препаратов, без которых невозможно обойтись при изучении мно­
гих клеточных структур, процессов гаметогенеза и оплодотворения, развития семени, 
морфогенетической дифференциации и др. 

Описанию конкретных процедур предшествуют теоретические обоснования примене­
ния тех или иных фиксаторов, способов окрашивания и гистохимических реакций. Боль­
шое внимание уделено экспресс-методам, в том числе люминесцентно-микроскопическим, 
сочетающим в себе простоту с высокой чувствительностью. 

Методы электронной микроскопии и количественной гистохимии не вошли в справоч­
ник, поскольку им посвящены специальные руководства, а их применение сопряжено с 
необходимостью иметь сложное дорогостоящее оборудование. 

Предлагаемый справочник, включающий как традиционные, так и новейшие методики, 
окажется полезным широкому кругу исследователей, работающих в области морфологии, 
анатомии, эмбриологии, карпологии растений при разработке фундаментальных проблем 
ботаники (онтоморфогенез растений, их соматическая и репродуктивная эволюция, сис­
тематика и филогения). Он может быть использован и при решении прикладных проблем 
(селекционная работа, экологический мониторинг окружающей среды, экспертиза расти­
тельных остатков и т. п.). 

Разнообразие описанных методик дает возможность выбрать оптимальную схему под­
готовки препаратов, соответствующую задачам исследователя, а также может оказать 
большую помощь в подготовке и проведении учебного процесса в высшей школе. 



Настоящее руководство содержит опи­
сание методик микроскопического наблю­
дения как живого, так и фиксированного 
материала, способов его обработки при 
изготовлении временных и постоянных 
препаратов. Приготовление микроскопи­
ческих препаратов включает ряд последо­
вательных этапов, число которых может 
быть различно и зависит от поставленных 
задач. Основные из этих этапов следую­
щие: подготовка материала (сбор и фикса­
ция, промывка, обезвоживание, заключе­
ние в твердую среду и др.), изготовление 
срезов, окрашивание (если в этом есть не­
обходимость), заключение срезов в среду 
(для временных или постоянных препара­
тов). Фиксации должен предшествовать 
предварительный просмотр под микроско­
пом живого материала, что позволяет вы-

ВВЕДЕНИЕ 
брать нужную стадию развития, подобрать 
подходящий фиксатор и т. д. 

Особое место в справочнике отводится 
приготовлению тотальных препаратов, 
гистохимическому анализу клетки и выяв­
лению ее основных органелл, а также спе­
циальным методам обнаружения мицелия 
грибов и бактерий в тканях высших расте­
ний. 

Помимо традиционной световой микро­
скопии описаны способы наблюдения с 
использованием поляризационного, фазо-
во-контрастного и люминесцентного мик­
роскопов. 

Приводятся общие сведения о красите­
лях, фиксаторах и средах, применяемых в 
микротехнике, и их подробная рецептура. 



ЧАСТЬ I. ПРИЖИЗНЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ РАСТИТЕЛЬНОГО МАТЕРИАЛА 

Изучение объекта в живом состоянии — способ 
исследования, возникший в эпоху зарождения мик­
роскопа и не потерявший своего значения до на­
стоящего времени: микроскопирование живых кле­
ток позволяет выяснить их физиологическое со­
стояние, функции, а также реакции на различные 
воздействия. Изучение живых клеток — это и хо­
роший способ проверить правильность результатов, 
полученных после фиксации объекта. 

Микроскопирование живого объекта предпола­
гает в качестве обязательного условия приготовле­
ние препарата временного типа; при этом клетки и 
ткани приходится, как правило, отделять от расте­
ния и погружать в новую, не свойственную для них 
среду. Хирургическое вмешательство и новая для 
них среда легко могут вызвать нарушения в физио­
логическом состоянии клеток, поэтому главное 
правило в работе — добиться таких условий приго­
товления препарата и его последующего микроско-
пирования, при которых нарушение строения кле­
ток и процессов их жизнедеятельности было бы 
минимальным. Необходимость обеспечения этих 
условий ограничивает число объектов, доступных 
изучению. 

ГЛАВА 1. СРЕДЫ И ОБЪЕКТЫ ДЛЯ 
ПРИЖИЗНЕННЫХ НАБЛЮДЕНИЙ 

Объекты для прижизненных наблюдений 

Объекты, которые можно микроскопировать в 
природной среде без предварительного препари­
рования или при незначительном хирургическом 

вмешательстве 

К этой категории объектов в первую очередь 
относятся организмы, обитающие в воде, или их 
части: одноклеточные водоросли, нитевидные об­
разования коньюгат, зеленые, бурые и красные во­
доросли, гифы растущих в воде грибов, клетки 
дрожжей, междоузлия харовых водорослей, прото­
нема и однослойные листья мхов. 

Удобны для прижизненных наблюдений также 
листья водных растений, например, листья Elodea, 
состоящие из двух слоев клеток. Молодые листья 
осторожно отделяют острой бритвой или тонкими 
острыми ножницами и микроскопируют в природ­
ной среде. К этой же категории можно отнести 
корневые волоски водных растений, образующих 
свободно выступающие в воду корни. Молодые 
корни этих растений, густо покрытые корневыми 
волосками, осторожно отделяют при помощи нож­
ниц, помещают в каплю воды на предметном стек­
ле и закрывают покровным стеклом, под которое 
подкладывают с двух сторон небольшие осколки 
покровного стекла. 

Объекты, которые можно микроскопировать только 
после предварительного препарирования или хи­

рургического вмешательства и заключения в искус­
ственную среду 

К этой категории объектов относятся клетки и 
ткани наземных растений, но не любые, а только 
наименее повреждаемые, т. е. те, которые можно 
легко отделить от растения. Для препарирования 
таких объектов используют три метода: изолирова­
ние отдельных клеток и тканей (1), изготовление сре­
зов через ткани (2), инфильтрирование тканей (3). 

Метод 1. Наиболее доступны для изолирования 
без повреждений живые клетки мякоти сочных 
плодов, при созревании которых происходит есте­
ственный (ферментативный) процесс мацерации 
мягких тканей перикарпия. Клетки легко извлекают 
с помощью препаровальной иглы или пинцета, по­
мещают в каплю воды на предметное стекло и на­
крывают покровным стеклом. Чтобы не повредить 
и не раздавить нежные клетки, под покровное стек­
ло подкладывают осколки покровного стекла или 
кусочки фильтровальной бумаги. В качестве объек­
та можно рекомендовать клетки из мякоти плода 
снежноягодника (Symphoricarpus racemosus). 

Таким же удобным объектом могут служить во­
лоски на надземных органах растения (листья, 
стебли, лепестки, тычиночные нити), а также кор­
невые волоски. Их отделяют с помощью острой 
бритвы вместе с кусочком поверхностной ткани 
органа (эпидермы или эпиблемы). Классическим 
объектом считаются волоски тычиночных нитей из 
бутонов традесканции виргинской. Для препариро­
вания выбирают бутон длиной 3 — 4 мм и срезают 
основание бритвой так, чтобы можно было все ор­
ганы бутона легко препарировать по отдельности. 
Тычиночные нити после осторожного отделения 
пыльников помещают в водопроводную воду, к 
которой добавляют каплю раствора сахарозы (или в 
парафиновое масло), и накрывают покровным 
стеклом с подпорками. Волоски тычиночных нитей 
состоят из бочонкообразных клеток, прижизненное 
микроскопирование которых позволяет наблюдать 
струйчатое движение цитоплазмы, митотическое 
деление и др. Корневые волоски в любое время 
можно получить от проростков злаков (пшеница, 
рожь, овес, ячмень и др.), проращивая зерновки в 
чашках Петри на влажной фильтровальной бумаге. 

В качестве примера изолирования тканей для 
прижизненного исследования может служить верх­
няя (внутренняя) эпидерма чешуи луковицы репча­
того лука (Allium сера). Используют только луко­
вицы, находящиеся в состоянии покоя. Верхняя 
(внутренняя) эпидерма живых внутренних чешуи 
луковицы имеет очень слабую связь с мезофиллом, 
поэтому ее легко отделить без сколько-нибудь зна­
чительных повреждений. Из луковицы вырезают 
сектор, отдельные части (чешуи) которого без за-
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труднения отделяются друг от друга. Физиологиче­
ски чешуи луковицы неравноценны: внутренние — 
самые молодые, наружные — самые старые. Целе­
сообразно выбрать чешую из средней зоны, а в экс­
периментах, где необходимо обеспечить сравни­
мость опыта и контроля, нужно всегда брать кусоч­
ки эпидермы с одной и той же чешуи. На вогнутой 
поверхности чешуи острым лезвием безопасной 
бритвы делают квадратные надрезы со стороной не 
более 5 мм, не слишком глубокие, чтобы не проре­
зать чешую насквозь. После этого с каждого квад­
ратика с помощью тонкого пинцета легко захватить 
за край и снять пленочку эпидермы. Ее немедленно 
переносят в каплю воды на предметное стекло 
нижней стороной к воде. Эпидерму можно снять с 
чешуи целиком, не делая надрезов, но при этом 
неизбежно происходит ее натяжение, приводящее к 
повреждению клеток. Небольшое повреждение кле­
ток, проявляющееся в снижении структурирован­
ности ядер и остановке движения цитоплазмы, име­
ет место и при снятии небольших пленок. Эти по­
вреждения носят обратимый характер. Чтобы их 
устранить, необходимо до микроскопирования вы­
держать снятые пленочки эпидермы на поверхно­
сти обесхлоренной водопроводной воды в течение 
2 — 3 часов. За это время в клетках восстанавлива­
ется движение цитоплазмы и структура ядра. Чтобы 
свести к минимуму повреждения при снятии эпи­
дермы, чешую луковицы можно предварительно 
инфильтровать водой. Благодаря массирующему 
действию пузырьков воздуха связь эпидермы с ме­
зофиллом сильно ослабляется и отдельные квад­
ратные участки особенно легко снимаются. Для 
инфильтрации используют вакуум-эксикатор, со­
единенный с насосом, или обыкновенный медицин­
ский шприц. Наиболее прост и удобен последний спо­
соб, предложенный В. Я. Александровым (1954). 

Применяется шприц емкостью 10 или 20 куби­
ческих сантиметров. Из него вынимают поршень, 
прикрывают пальцем отверстие наконечника и на­
ливают немного инфильтруемой жидкости с кусоч­
ками тканей. Затем вставляют поршень, перевора­
чивают шприц наконечником вверх и вдвигают 
поршень до тех пор, пока весь воздух не вытеснит-
ся из шприца через отверстие наконечника. После 
этого вновь закрывают отверстие наконечника и, 
прилагая некоторое усилие, отводят поршень назад 
вниз. Над жидкостью создается вакуум, и из нее и 
из кусочков начинают быстро выделяться пузырь­
ки. Степень вакуума и скорость его образования 
можно легко регулировать по желанию. Через ми­
нуту поршень постепенно или сразу отпускают, 
вакуум ликвидируется, и в межклетники устремля­
ется окружающая жидкость. Повторяя оттяжку 
поршня 2 — 3 раза, удается получить хорошую 
инфильтрацию ткани. 

Метод 2. Если изолировать клетки, не повреж­
дая, нельзя, то из ткани делают срезы. При изготов­
лении среза клетки неизбежно повреждаются и от­
мирают. Поэтому, чтобы в срезе сохранилась хотя 
бы часть живых клеток, для прижизненных наблю­

дений необходимо делать толстые срезы так, чтобы 
в их средней части сохранилось 2 — 3 слоя непо­
врежденных клеток. Последние, однако, всегда ис­
пытывают раневое раздражение. Чтобы уменьшить 
его, необходимо пользоваться острой бритвой и де­
лать срез по возможности без надавливания, скользя­
щим движением, смачивая бритву и срез водой. 

Из таких органов растения, как листья, для при­
жизненных наблюдений лучше делать не срезы, а 
высечки, т. к. в высечках ткани повреждаются го­
раздо меньше. Их можно делать с помощью пробоч­
ного сверла или острого лезвия бритвы, положив лист 
на смоченную водой корковую пробку или сложенную 
в несколько слоев фильтровальную бумагу. 

Вследствие большого содержания воздуха в 
межклетниках растительных тканей просматривать 
под микроскопом срезы или высечки невозможно, 
т. к. они непрозрачны из-за рассеивания света пу­
зырьками воздуха. Чтобы устранить эту помеху, 
необходимо удалить воздух из межклетников и за­
местить его водой или другой жидкой средой, т. е. 
инфильтровать ткань. После этой операции кусочки 
ткани становятся прозрачными и в них при микро-
скопировании можно наблюдать отдельные клетки 
и их содержимое. 

Метод 3. Во избежание повреждения клеток и 
тканей при их отделении от растения прибегают к 
микроскопированию целых частей растения, так 
что исследуемые ткани сохраняют естественное 
положение в органе. Этот метод применим только 
для прижизненного исследования тонких объектов, 
таких, как, например, лепестки и листья, и требует 
в качестве обязательного условия предварительной 
инфильтрации объекта любым из вышеназванных 
способов. 

Если два предыдущих метода используются в 
основном в цитологических и цитофизиологиче-
ских исследованиях, то данный метод — метод ин­
фильтрации тканей — используется преимущественно 
в анатомии и клеточной физиологии растений. 

Методы инфильтрации имеют значение не толь­
ко для подготовки объекта к микроскопированию; с 
их помощью можно вводить внутрь тканей желае­
мые вещества, не повреждая самих тканей. 

Среды для прижизненных наблюдений 

Вопрос о среде для прижизненных наблюдений 
растительных клеток является одним из важней­
ших: среда должна быть безвредной. Лучше всего 
использовать прудовую или водопроводную воду, 
выдержанную в открытой посуде в течение 6 — 12 
часов для ее обесхлоривания. Эти жидкости пред­
ставляют собой растворы, физиологически уравно­
вешенные в отношении солей, их реакция близка к 
нейтральной, что благоприятно для большинства 
объектов. Для уравновешивания осмотического 
давления клеток и среды, в которую они погруже­
ны, к воде рекомендуется добавить небольшое ко­
личество сахарозы (от 0,5 до 3%). 
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Дистиллированную воду применять не следует,, 
т. к. она обладает очень высокой кислотностью (рН 
5 — 5,5) и физиологически неуравновешена (в ней 
нет растворенных солей, как в водопроводной или 
прудовой воде). Благодаря содержанию следов ме­
ди и других металлов, часто появляющихся в дис­
тиллированной воде при перегонке, она легко вы­
зывает повреждение цитоплазмы. При длительном 
действии дистиллированная вода является сильным 
ядом для живых растительных клеток. 

Кратковременные прижизненные наблюдения 
можно проводить в индифферентном парафиновом 
масле, хорошо сохраняющем целостность строения 
клеток. Однако для более продолжительных по 
времени исследований парафиновое масло не ре­
комендуется, т. к. прекращение доступа кислорода 
через масло нарушает дыхание, вынуждая прекра­
тить наблюдения. 

Применение сред, улучшающих изображение при 
микроскопировании живых клеток и тканей 

Эпидерма наземных органов растений, как пра­
вило, покрыта слоем кутикулы, которая часто име­
ет неровный рельеф: с бороздками, складками, ши­
шками и др. Неровность кутикулы при микроско­
пировании эпидермы служит препятствием, не по­
зволяющим четко видеть внутриклеточное содер­
жимое. Для устранения этого препятствия необхо­
димо микроскопирование проводить не в воде, по­
казатель преломления которой равен 1,33, а в сре­
де, показатель преломления которой близок к пока­
зателю преломления кутикулы (Александров, 
1962). Такая среда, заполняя все неровности по­
верхности кутикулы, оптически гомогенизирует ее. 
Чем ближе показатель преломления среды к пока­
зателю преломления кутикулы, тем более невиди­
мой становится последняя. Показатель преломле­
ния кутикулы составляет 1,47 — 1,52. Близким по­
казателем преломления обладает вазелиновое мас­
ло (п=1,48), а также целый ряд силиконовых масел, 
показатель преломления которых лежит в пределах 
от 1,47 до 1,53. И вазелиновое, и силиконовое мас­
ла почти не токсичны для растительных клеток; 
применяя их, можно оптически, а не хирургически, 
устранять мешающие при микроскопировании 
скульптурные утолщения кутикулы, оболочки и др. 

Кусочки органов после инфильтрации их водой 
обсушивают с поверхности фильтровальной бума­
гой, помещают в каплю масла, накрывают покров­
ным стеклом и микроскопируют. В эпидермальных 
клетках хорошо видно внутриклеточное содержи­
мое. При просмотре таких же кусочков в воде ви­
ден только рельеф кутикулы, внутреннее содержи­
мое рассмотреть не удается. 

Микроскопирование живых объектов в течение 
продолжительного времени 

Прижизненное изучение растительных объектов 
нередко требует вести наблюдение в течение не­
скольких часов и даже дней. Например, наблюде­

ния за прорастанием пыльцевых зерен и ростом 
пыльцевых трубок у высших растений, прорастани­
ем спор грибов, ростом мицелия и т. д. В этом слу­
чае необходимо создать объектам оптимальные для 
их жизни условия (температура, влажность, аэрация 
и др.). В таких случаях микроскопирование объекта 
на предметном стекле под покровным стеклом не­
возможно, и необходимо использовать так назы­
ваемые влажные камеры (Штругер, 1953; Юрцев и 
Пухальский, 1968). Камера должна по своим габа­
ритам допускать использование ее на предметном 
столике микроскопа и должна позволять вести наблю­
дения над объектом по возможности со всех сторон. 

Учитывая малую величину рабочего расстояния 
большинства объективов, особенно больших уве­
личений, желательно, чтобы камера, хотя бы в од­
ном из направлений, имела минимальные размеры. 
Поэтому при использовании объективов с увеличе­
нием выше 20 нужно, чтобы одна из стенок камеры 
была сделана из покровного стекла. Этому условию 
наиболее полно отвечают камеры Ранвье и кольца 
Ван-Тигема. 

Для мелких объектов подходят камеры Ран­
вье — предметные стекла, на которых вышлифова­
ны углубления со сферической поверхностью, на­
крываемые покровным стеклом. Предварительно 
предметное стекло на расстоянии около 1 см от 
краев лунки промазывается вазелином с помощью 
стерильной стеклянной палочки. На него наклады­
вается второе предметное стекло с лункой, повер­
нутое верхней стороной книзу, так что вазелин рас­
пределяется тонким слоем. Подготовленное таким 
образом предметное стекло накладывается на по­
кровное стекло, на которое предварительно нано­
сится капля жидкости с объектом. После этого 
стекло переворачивают и покровное стекло оканто­
вывают с помощью кисточки смесью расплавлен­
ного парафина с канадским бальзамом (10:1). 

Камеры Ранвье отличаются от обычных пред­
метных стекол большей толщиной и наличием на 
поверхности сферического углубления. В силу этих 
причин они искажают ход лучей при микроскопи­
ровании объекта. 

От этого недостатка свободны кольца Ван-
Тигема — невысокие стеклянные цилиндрики, из­
готовленные из стеклянной трубки с наружным 
диаметром до 1,5 см и толщиной стенок 1,2 — 2 
мм, оба основания которых — верхнее и нижнее — 
шлифуются. Кольца легко выдерживают стерили­
зацию в автоклаве или сушильном шкафу. Они 
приклеиваются вазелином к предметному стеклу, а 
покровное стекло, которое служит им крышкой, 
после нанесения капли влаги на предметное стекло 
и капли среды с объектом на нижнюю поверхность 
покровного приклеивается к верхнему основанию 
кольца подогретым вазелином. Используются ка­
меры для изучения более крупных объектов и для 
наблюдения за ростом пыльцевых трубок. 

Прозрачность стенок обоих типов влажных ка­
мер обеспечивает не только удобство наблюдения, 
но и возможность культивирования автотрофных 
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организмов при постоянном контроле под микро­
скопом. Наблюдаемые картины развития можно 
легко сфотографировать. 

Существование культуры на покровном стекле 
продолжается до тех пор, пока в культуральной 
среде не иссякнет кислород и питательные вещества. 

Прижизненные исследования растительных клеток 
не могут дать исчерпывающей картины их строения, 
т. к. внутриклеточные структуры имеют весьма сход­
ные коэффициенты преломления света и в силу этого 
при микроскопировании в живом состоянии с трудом 
отличаются друг от друга. Для преодоления этого не­
достатка при исследовании живых объектов исполь­
зуются два приема: употребление специальных опти­
ческих устройств (фазово-контрастный, темнополь-
ный, флуоресцентный микроскопы, поляризационная 
оптика) и прижизненное окрашивание. 

ГЛАВА 2. ПРИЖИЗНЕННОЕ ОКРАШИВАНИЕ 

Метод прижизненного окрашивания используют 
для исследования с 90-х годов прошлого века. Од­
нако и в современной цитологии этот способ про­
должает играть важную роль. Он позволяет изучать 
микроскопическое строение клеток, химические 
процессы, происходящие в них, а также физико-
химические свойства цитоплазмы (Штруггер, 1953; 
Ромейс, 1954; Роскин, Левинсон, 1957, Михалев-
ская, 1975). Именно прижизненное окрашивание 
клеток и тканей в ряде случаев обеспечивает одно­
временное исследование особенностей их строения 
и функционирования. Отношение клеток к прижиз­
ненным красителям, являясь одним из критериев их 
физиологического состояния и уровня жизнедея­
тельности, позволяет выявить ранние функцио­
нальные изменения, неуловимые с помощью дру­
гих методических приемов, что выходит за рамки 
цитоморфологии и представляет собой один из ос­
новных методов цитофизиологии. Широкое приме­
нение этого метода оправдано относительной про­
стотой приемов, высокой чувствительностью и 
возможностью в короткий срок получать законо­
мерно повторяющиеся результаты. 

Среди большого числа цитологических красите­
лей лишь некоторые способны вызывать окраши­
вание живой клетки. Такие красители называются 
витальными. Они должны удовлетворять по край­
ней мере двум требованиям: обладать минимальной 
токсичностью для структур клетки и способностью 
проникать в клетку и ее структуры через оболочку 
и слои цитоплазмы. 

Наименьшее отрицательное влияние на процес­
сы жизнедеятельности клеток оказывают слабые 
водные растворы красителей. Нейтральный крас­
ный, метиленовый синий, янус зеленый и т. д. со­
ставляют восходящий ряд витальных красителей по 
степени их токсичности. Естественно, что чем 
мельче частицы, тем скорее и в большем количест­
ве они могут поступать в клетку. Поскольку разме­
ры частиц ряда красителей зависят от степени их 
разведения, то лучшие результаты окрашивания 
получаются при более низких концентрациях кра­

сителя. Наиболее часто используемые концентра­
ции красителей для растительных объектов — 
порядка 1:10000 и менее. Красители, обладающие 
повышенной токсичностью, например, янус зеле­
ный, разводят еще сильнее, применяя растворы 
1:20000 и 1:50000. 

Из этих двух требований, предъявляемых к ви­
тальным красителям, вытекают и некоторые общие 
правила работы с ними: 

— необходимо использовать только свежепри­
готовленные растворы красителей; 

— красители готовят на водопроводной или 
прудовой воде; такая вода служит наиболее подхо­
дящей средой для наблюдения живых клеток. На 
дистиллированной воде можно приготовить раство­
ры более высоких концентраций (1:1000, 1:500), а пе­
ред употреблением разбавить водопроводной водой; 

— буферные растворы красителя пригодны для 
работы лишь в течение суток; 

— концентрацию растворов красителей необхо­
димо подбирать в зависимости от объекта, дли­
тельности эксперимента и свойств применяемого 
красителя (токсичность, растворимость и др.); 

— важным условием успешного окрашивания 
является хорошая аэрация клетки. 

При изучении прижизненно окрашенных клеток 
существенным моментом является наличие крите­
риев, подтверждающих, что клетки живы и в их 
физиологическом состоянии не произошли патоло­
гические изменения. Хорошими критериями служат 
активное движение цитоплазмы, хорошо заметное 
по перемещению митохондрий, пластид и включе­
ний, а также способность клеток к плазмолизу. 

Прижизненное окрашивание применяется для 
решения следующих задач: 

— для выявления внутриклеточных структур 
(например, прижизненное окрашивание янусом 
зеленым позволяет идентифицировать митохонд­
рии с помощью светового микроскопа); 

— для изучения закономерностей поступления 
веществ в клетку, их накопления и выделения, а 
также характера перемещения продуктов обмена меж­
ду тканями (применяемые красители служат экспери­
ментатору в качестве модельных веществ с заведомо 
известными физико-химическими свойствами); 

— для дифференциации морфологически одно­
родных, но функционально различающихся клеток 
(объектами могут быть, например, клетки нектар­
ников в цветках; морфологически они неразличи­
мы, но при витальном окрашивании клетки, выра­
батывающие нектар, сразу выделяются интенсив­
ной окраской. Отражением функциональных разли­
чий служит также избирательное окрашивание замы­
кающих клеток устьиц, железистых волосков и др.); 

— для определения рН внутриклеточных структур; 
— для исследования проницаемости цитоплазмы; 
— для выявления изменений, происходящих в 

клетках под влиянием различных повреждающих 
агентов (экспериментальных или факторов внеш­
ней среды) и патологических процессов. Изучению 
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этих преобразований, объединяемых понятием па­
ранекроз, посвящен большой цикл работ Д. Н. На­
сонова и В. Я. Александрова, опубликованных за 
период с 1930 по 1962 г. (Граменицкий, 1963). В 
них показано, что в основе реакции клетки на 
внешние воздействия лежат процессы денатурации 
активных клеточных белков, структурные пере­
стройки белковых молекул (нарушение вторичной 
и третичной структур белковых молекул, в резуль­
тате которого обнажаются их полярные группы) и, 
как следствие, потеря или изменение естественных 
свойств белков (растворимости, гидрофильности, 
вязкости, рН и др.). Все это приводит к изменению 
способности клеточных структур связывать моле­
кулы и ионы витальных красителей. Изменение 
характера прижизненной окраски цитоплазмы при 
повреждении является одним из доступных для 
наблюдения признаков паранекроза. Прижизненная 
окраска в этом случае используется для выявления 
субстанциональных изменений клеток и тканей. 

Способы прижизненного окрашивания весьма 
разнообразны. Ниже приводится характеристика 
прижизненных красителей, способов их примене­
ния и круг цитологических задач, которые можно 
решать. 

Красители и их свойства 

Витальные красители представляют собой орга­
нические соединения ароматического ряда. Окра­
ска их зависит от определенных групп, называемых 
хромофорными. По оптическим свойствам все ис­
пользуемые красители можно разделить на две 
группы: красители для видимого света и флуорес­
центные красители, или флуорохромы. Наблюдения 
клеток, окрашенных флуорохромами, производят с 
помощью флуоресцентного микроскопа. 

Большинство витальных красителей в водных 
растворах диссоциировано и представляет собой, 
таким образом, электролиты. По химическим свой­
ствам витальные красители делят на основные, ки­
слотные и электронейтральные. 

Основные, или катодные красители. У основ­
ных красителей хромофорная группа находится при 
катионе. Когда краситель в растворе диссоцииро­
ван, окрашивающей частью раствора являются ка­
тионы. Так как при действии электрического тока 
такие красители накапливаются на катоде, то их 
называют также катодными красителями. Их дис­
социация сильно зависит от значения рН раствора. 
Основные красители максимально диссоциированы 
в кислых растворах. При постепенном повышении 
значения рН раствора диссоциация красителя по­
нижается. При щелочной реакции в растворе оста­
ются недиссоциированные молекулы соли красите­
ля или основания красителя. Для каждого основно­
го красителя существует область рН, при которой 
его диссоциация практически равна нулю и краси­
тель существует в виде недиссоциированных моле­
кул. Многие основные красители при переходе в 
эту область рН изменяют свою окраску, катионы в 
таком случае окрашены иначе, чем недиссоцииро­

ванные молекулы красителя. Такие красители на­
зывают индикаторами. Они могут быть одноцвет­
ными (когда одна модификация — ионы или моле­
кулы — бесцветна, а другая окрашена) или дву­
цветными (когда обе модификации имеют резко 
различную окраску). Из основных красителей наибо­
лее часто употребляют нейтральный красный, метиле-
новый синий, толуидиновый синий и янус зеленый. 

Кислотные, или анодные красители. Они пред­
ставляют собой соли красителей-кислот. Их хро­
мофорная группа находится при анионе. Так как 
при действии электрического тока они накаплива­
ются на аноде, их называют также анодными. Ки­
слотные красители обнаруживают обратное, по 
сравнению с основными красителями, отношение 
между диссоциацией и значением рН. В кислых 
растворах они существуют в виде недиссоцииро-
ванной кислоты или в виде молекул соли. При из­
менении реакции среды в щелочную сторону дис­
социация увеличивается и при щелочных значениях 
рН она достигает своего максимума. Среди этой 
группы красителей также имеются одноцветные и 
двуцветные индикаторы. Из кислотных красителей 
наиболее часто употребляются индигокармин, кис­
лый фуксин, эозин и др. 

Можно с помощью простого опыта определить, 
с какого рода красителем мы имеем дело. Для этого 
на полоску фильтровальной бумаги наносят каплю 
раствора испытуемого красителя. Если в течение 
первых секунд краситель и вода распространяются 
по бумаге с одинаковой скоростью, то перед нами 
кислотный краситель, т. к. отрицательно заряжен­
ная бумага не может электростатически задержать 
ионы красителя, также имеющие отрицательный 
заряд. Если же в течение первых секунд капилляр­
ного распространения происходит ясное разделе­
ние воды и красителя, так что последний задержи­
вается — перед нами основной краситель. 

Электронейтральные красители. Некоторые 
основные и кислотные красители даже в оптималь­
ных областях рН диссоциированы так слабо, что 
обнаружить у них действие ионов практически не­
возможно. Такие красители не могут накапливаться 
электроадсорбционным путем, поэтому их можно 
назвать электронейтральными. При любом значе­
нии рН их окрашивающая способность остается 
постоянной. Пример — родамин В. 

По характеру окрашивания живых клеток ос­
новные красители можно разделить на две группы: 
гранулярные (нейтральный красный, новый мети-
леновый голубой и др.) и диффузные (родамин, 
хризоидин, далия фиолетовый и др.). Гранулярные 
красители в первый момент вызывают легкую 
диффузную окраску цитоплазмы, а затем отклады­
ваются в цитоплазме в области расположения дик-
тиосом в виде интенсивно окрашенных гранул. При 
этом цитоплазма и ядро остаются неокрашенны­
ми. После повреждения клетки образование гра­
нул прекращается и происходит интенсивное 
диффузное окрашивание цитоплазмы и ядра. 
Способность нормально функционирующей 



клетки откладывать краситель в виде гранул рас­
сматривается как защитная реакция на введение 
чужеродного вещества. 

Диффузные красители дают лишь диффузную 
окраску цитоплазмы, которая при повреждении 
клеток значительно усиливается, а при более ин­
тенсивном воздействии начинает окрашиваться и 
ядро. Прокрашивается цитоплазма диффузно или в 
ней происходит образование гранул, зависит не 
только от природы красителя, но и от окрашивае­
мого субстрата. Так, нейтральный красный — ти­
пичный гранулярный краситель — диффузно окра­
шивает многие растительные клетки. 

При витальном окрашивании растительных кле­
ток основными красителями в близкой к нейтраль­
ной среде (рН 6 — 8) краситель накапливается в 
вакуоли, а цитоплазма и ядро остаются неокрашен­
ными. У большинства растительных клеток содер­
жимое вакуолей окрашивается равномерно 
(диффузное окрашивание), но у некоторых расте­
ний краситель в вакуолях может отмешиваться в виде 
коацерватных капель (капельное окрашивание) или 
зернистых скоплений (зернистое окрашивание). 

Кислотные красители почти не окрашивают или 
очень слабо окрашивают живые клетки. Раститель­
ные клетки они окрашивают только в кислых рас­
творах; при этом они никогда не накапливаются в 
вакуолях. Мертвые клетки окрашиваются гораздо 
интенсивнее, чем живые. На этом основано выяв­
ление жизнеспособных семян и определение их всхо­
жести индигокармином и кислотным фуксином. 

Прижизненное окрашивание позволяет выявить 
у клеток два различных физиологических состоя­
ния, определяемые уровнем и направлением про­
цессов жизнедеятельности. По морфологическим 
признакам одно из них называется гранулообразо-
ванием, другое — паранекрозом. Гранулообразова-
ние указывает на высокий уровень жизнедеятель­
ности клетки, паранекроз — на противоположное 
состояние (жизнеспособность клеток понижена, 
дисперсность коллоидов цитоплазмы и ядра сниже­
на, что приводит к их прижизненному окрашива­
нию). Однако клетка жива, что доказывается ее 
способностью к плазмолизу. 

Клетки в состоянии паранекроза встречаются в 
эпидерме и отличаются прижизненной окрашивае-
мостью ядер. 

Возможные механизмы накопления красителей в 
растительных клетках 

К настоящему времени экспериментально уста­
новлены три возможных механизма накопления 
красителей. За счет химических связей веществ клетки 
с частицами красителя (1) происходит, например, со­
единение красителей с дубильными веществами. 

Электроабсорбция (2) считается основной свя­
зью, создающей прижизненное окрашивание: анио­
ны или катионы красителя, несущие хромофорную 
группу, электростатически связываются с вещест­
вами или структурами клетки. 

Избирательная растворимость молекул красите­
ля в определенных веществах, имеющихся в клетке 
(3). С этой точки зрения красители можно разделить 
на гидрофильные, растворимые в воде, и липофиль-
ные, растворимые преимущественно в липоидах. 

Техника прижизненного окрашивания 

Окрашивание проводится путем погружения 
объекта в раствор красителя, который наливают в 
часовое стекло или фарфоровый тигелек. В случае 
необходимости предварительно удаляют воздух из 
межклетников при помощи вакуумного аппарата. 

Если наблюдения кратковременные, объект можно 
изучать в капле красителя, в которой производилось 
окрашивание. Во всех иных случаях по окончании 
окрашивания материал быстро промывают водопро­
водной водой и в ней производят наблюдения. 

Закрыть покровным стеклом объект нужно не­
посредственно перед микроскопированием, чтобы 
он не находился лишнее время в условиях кисло­
родного дефицита. 

Для разных красителей и объектов время пре­
бывания в растворе сильно варьирует. Обычно ок­
рашивание продолжается 10 — 20 минут, после 
чего наблюдения могут проводиться в течение 3 — 
10 минут. Быстро окрашивающиеся объекты, на­
пример, пыльцевые зерна, достаточно выдерживать 
в растворе красителя 3 — 8 минут. 

Характеристика некоторых красителей и спо­
собы их применения 

Основные или катодные красители 

Нейтральный красный 

Принадлежит к группе основных гранулярных 
красителей и в видимом свете является двуцветным 
индикатором. Его молекулы окрашены в желтый 
цвет и отличаются липофильностью, катионы ок­
рашены в малиновый цвет и обладают свойством 
гидрофильности. Цвет при окрашивании нейтраль­
ным красным соответственно меняется от малино­
вого до рыжевато-желтого со многими переходами 
между ними, обусловленными соотношением ионов 
и молекул. В кислой среде при рН 2 — 6 его диссо­
циация достигает максимума, вследствие чего мо­
лекул, окрашенных в желтый цвет, остается немно­
го, а образовавшиеся ионы придают раствору ма­
линовый цвет. По мере приближения к нейтральной 
точке (рН 7) уменьшается степень диссоциации краси­
теля, а следовательно, и число ионов; возрастает число 
молекул, и в окраске начинают усиливаться желтые 
тона. В щелочной среде (рН выше 7) нейтральный 
красный находится в виде молекул и раствор имеет 
желто-оранжевый цвет. Основание ограниченно рас­
творимо в воде и обладает флуоресценцией. 

Среди витальных красителей нейтральный 
красный наименее токсичен и применяется наибо­
лее широко. 

10 



Окрашивание нейтральным красным живых и 
мертвых клеток на примере верхней эпидермы че­

шуи луковицы лука 

Готовят водный раствор нейтрального красного 
в разведении 1:10000 на водопроводной воде 
(реакция среды близка к нейтральной). На вогнутой 
поверхности чешуи лука лезвием безопасной брит­
вы делают насечки, обозначая стороны двух анало­
гичных прямоугольных участков эпидермы. Пинце­
том, осторожно взяв за уголок, быстро отделяют их 
от мезофилла и погружают один из них в раствор 
нейтрального красного, налитый в часовое стекло, 
другой - в абсолютный спирт. 

По окончании окрашивания участок эпидермы 
вынимают, осторожно держа пинцетом за один из 
углов (это место затем исключается из наблюде­
ния), и переносят в каплю водопроводной воды или 
этого же красителя на предметном стекле и закры­
вают покровным стеклом. 

Микроскопируют эпидерму с объективом хЮ 
(А 0,3) или х40 (А 0,65) и установкой освещения по 
Келлеру. При этих увеличениях отчетливо видно 
диффузное розовое окрашивание вакуолей живых 
клеток и отсутствие окраски в ядре и цитоплазме, а 
также движение частиц в неокрашенной цитоплазме. 

Зафиксированную спиртом эпидерму промыва­
ют водопроводной водой и погружают в раствор 
нейтрального красного на то же время, в течение 
которого окрашивалась живая ткань. Готовят вре­
менный препарат и микроскопируют его тем же 
способом, что и препарат живой ткани. В мертвых 
клетках вакуоли остаются бесцветными, тогда как 
ядро, цитоплазма и оболочки клеток интенсивно 
окрашиваются. Данная окраска служит надежным 
способом распознавания живых и мертвых клеток. 

Значение рН среды раствора красителя для окра­
шивания нейтральным красным 

Готовят раствор нейтрального красного на дис­
тиллированной воде в разведении 1:100. Из этого 
раствора готовят два раствора концентрации 
1:10000: один разбавляют дистиллированной водой 
(его рН будет около 5, а окраска — малиново-
красной), другой — водопроводной (его рН будет 
около 7, а окраска — оранжево-красной). 

Наливают каждый раствор в часовое стекло и 
помещают в них одинаковые участки эпидермы 
чешуи лука. Через 6 — 10 минут окрашенные кусочки 
промывают и готовят из них препараты. В соответст­
вии с вариантом опыта для одного берут дистиллиро­
ванную воду, для другого — водопроводную. 

Микроскопируют препараты с объективом х40 
(А 0,65) и установкой освещения по Келлеру. В 
клетках эпидермы, окрашенных красителем, приго­
товленным на дистиллированной воде, вакуоли жи­
вых клеток, цитоплазма и ядра остаются неокра­
шенными, тогда как оболочка окрашивается в 
красный цвет, что служит показателем накопления 
в ней катионов. У второго кусочка эпидермы, ок­
рашенного красителем, приготовленным на водо­

проводной воде, оболочка, ядро и цитоплазма жи­
вых клеток остаются бесцветными, а вакуоль дает 
диффузное красное окрашивание, т. е. накопление 
катионов происходит в вакуоли. 

Таким образом, один и тот же витальный краси­
тель в различных условиях может по-разному ок­
рашивать живые клетки: величина рН раствора 
влияет на накопление и распределение красителя в 
различных структурах клетки. 

Избирательное прижизненное окрашивание кле­
ток, содержащих дубильные вещества 

Готовят раствор нейтрального красного в разве­
дении 1:10000 на водопроводной воде. В качестве 
объектов можно использовать поверхностный срез 
нижней эпидермы листа молодила или лепестки 
коммелины. Объекты инфильтруют в вакуум-
аппарате раствором нейтрального красного в тече­
ние 20 минут. 

При микроскопировании эпидермы молодила 
накопление красителя наблюдается только в клет­
ках, содержащих дубильные вещества (в замыкаю­
щих и побочных клетках устьиц, а также в отдель­
ных покровных клетках эпидермы они отсутствуют). 

Из всех клеток мезофилла лепестка коммелины 
только в идиобластах с дубильными веществами 
наблюдается высокая концентрация красителя. Для 
доказательства наличия дубильных веществ оба 
объекта параллельно обрабатывают 5% раствором 
бихромата калия. Для этого объекты кладут на 
предметное стекло в бихромат калия и нагревают 
до кипения, при этом клетки погибают, а бихромат 
калия дает с клеточным соком, содержащим ду­
бильные вещества, грубый коричнево-желтый оса­
док. Можно наблюдать строгий параллелизм между 
содержанием дубильных веществ в отдельных 
клетках и накоплением ими нейтрального красного. 

Эти опыты демонстрируют, что накопление ос­
новного красителя происходит вследствие соедине­
ния его с дубильными веществами. 

Избирательное прижизненное окрашивание кле­
ток, обладающих повышенной функциональной 

активностью 

Для окрашивания берут раствор нейтрального 
красного в водопроводной воде в разведении 
1:10000. 

В качестве объектов можно использовать листья 
Zebrina pendula, которые предварительно разрезают 
пополам, целые листья английского шпината 
(Rumex patientia) и вероники (Veronica beccabunga), 
соцветия молочая (Euphorbia gerardiana), плаваю­
щие листья рогульника (Trapa natans), болотно-
цветника (Hydrocleis nymphoides) и др. 

Объекты инфильтруют при помощи вакуум-
аппарата в течение 10 — 20 минут раствором кра­
сителя, затем промывают водопроводной водой и 
готовят временные препараты. 

При микроскопировании объектов четко выяв­
ляется избирательное прижизненное окрашивание 
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клеток, обладающих повышенной функциональной 
активностью. В половинках листа Zebrina pendula, 
положенных в водопроводную воду нижней по­
верхностью кверху, при увеличениях хЮ и х40 чет­
ко заметны окрашенные замыкающие клетки усть­
иц на фоне неокрашенных покровных клеток эпи­
дермы. При наблюдении с объективом масляной им­
мерсии (х90) можно видеть, что краситель накаплива­
ется в замыкающих клетках в виде крупных капель. 

В нижней эпидерме листа шпината уже через 10 
минут после начала инфильтрации избирательно 
окрашиваются четырехклеточные головки желези­
стых волосков. Краситель накапливается как в обо­
лочках, так и в виде капель в содержимом желези­
стых клеток. 

На верхней эпидерме листа Veronica beccabunga 
находятся многочисленные, сидящие на коротких 
ножках гидатоды, головки которых состоят из двух 
клеток, обнаруживающих очень быстрое избира­
тельное окрашивание нейтральным красным. У 
отдельных гидатод можно наблюдать накопление 
красителя только в одной из клеток головки. Хотя 
обе клетки головки происходят из одной инициаль­
ной и морфологически неотличимы друг от друга, 
тем не менее различная способность накапливать 
краситель показывает их физиологическую нерав­
ноценность, обусловленную неодинаковым функ­
циональным состоянием. 

В соцветиях Euphorbia gerardiana избирательно 
окрашиваются только активно функционирующие 
нектарники, тогда как молодые, еще не функциони­
рующие, или старые, переставшие функциониро­
вать нектарные железки не накапливают краситель. 
Прижизненное окрашивание в данном случае явля­
ется единственным методом, позволяющим вы­
явить физиологическую неоднородность морфоло­
гически сходных клеток ткани. 

В эпидерме листьев погруженных и плавающих 
водных растений (рогульник, болотноцветник и др.) 
группы клеток, почти не отличающихся морфоло­
гически от обычных клеток эпидермы, но обла­
дающие особой способностью к поглощению воды 
и растворенных веществ и называемые гидропота­
ми, легко обнаруживаются вследствие избиратель­
ного окрашивания красителем. Как оболочки, так и 
содержимое клеток гидропот поглощают краситель 
с большой скоростью. Избирательное окрашивание 
гидропот — прекрасный пример, иллюстрирующий 
возможности применения метода витальной окра­
ски для выявления функциональной неравноценно­
сти морфологически сходных клеток ткани. 

Метиленовый синий 

Метиленовый синий окрашивает объекты толь­
ко в синий цвет. Как и нейтральный красный, он 
избирательно концентрируется в клетках, содер­
жащих дубильные вещества, с которыми входит в 
химическое соединение. В разведении 1:20000 в 
водопроводной воде метиленовый синий быстро 
проникает в корневые волоски (например, Trianea 
bogotensis), накапливаясь в клеточном соке вакуо­

лей в виде зернышек, что объясняется его химическим 
соединением с дубильными веществами клетки. 

При отсутствии в клетках дубильных веществ 
краситель очень медленно поступает в клетки, кон­
центрируясь при кислых и щелочных значениях рН 
только в оболочках клеток. Вакуоли с клеточным 
соком накапливают метиленовый синий только при 
сильно щелочной реакции (рН 11,8 — 12). Поэтому 
для окрашивания готовят раствор в концентрации 
1:10000 на буфере с рН 11,8. Объекты (например, 
кусочки верхней эпидермы чешуи луковицы лука) 
окрашивают в течение 15 — 20 минут, затем про­
мывают в бесцветном буфере и готовят вышеопи­
санным способом временный препарат для микро-
скопирования. 

Может прижизненно окрашивать митохондрии 
(в термостате при +37° С в течение 15 — 20 минут). 

Толуидиновый синий 

Особенность красителя в том, что его ионы ок­
рашены в разные цвета: анионы — в синий, катио­
ны — в фиолетовый. Прижизненно окрашенные 
клетки и их части тоже приобретают разные цвета и 
оттенки от розовато-фиолетовых до синих со все­
возможной гаммой переходов. Дифференцирован­
ная окраска живых клеток толуидиновым синим 
может рассматриваться как показатель разнокаче-
ственности и использоваться при сравнении мате­
риала. Например, окрашивание толуидиновым си­
ним нижней эпидермы листа традесканции позво­
ляет выявить различие в цвете, интенсивности и 
характере окрашивания клеток устьичного аппарата 
и клеток эпидермы, отражающее их разнокачест-
венность. Интенсивное гранулярное окрашивание 
вакуолей замыкающих клеток устьица указывает на 
высокий уровень жизнедеятельности, при этом яд­
ро видно в виде неокрашенного белого пятнышка; в 
то же время некоторые клетки эпидермы пребыва­
ют в состоянии паранекроза, свидетельствующем о 
понижении их жизнеспособности, и отличаются 
некоторой прижизненной окрашиваемостью ядер и 
цитоплазмы. 

Янус зеленый 

Янус зеленый занимает особое место среди ос­
новных красителей: его используют главным обра­
зом для прижизненного окрашивания митохондрий. 
Учитывая его большую токсичность по сравнению 
с перечисленными выше основными красителями, 
употребляют сильно разведенные растворы: от 
1:10000 до 1:50000. Объект (например, верхнюю 
эпидерму чешуи луковицы лука) помещают в кап­
лю раствора на предметном стекле и не покрывают 
покровным стеклом, а переносят во влажную каме­
ру на 10 — 20 минут и время от времени контроли­
руют окраску под микроскопом. Лишь после при­
обретения митохондриями интенсивной зеленой 
окраски препарат закрывают покровным стеклом и, 
учитывая токсичность красителя для клеток, быст­
ро проводят микроскопирование. 
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Акридиновый оранжевый 

Акридиновый оранжевый — растворимый в во­
де основной краситель с интенсивной желто-
оранжевой собственной окраской — является 
флуоресцирующим индикатором. Растворы акри­
динового оранжевого в водопроводной воде в кон­
центрации 1:10000 флуоресцируют, давая густо 
зеленую окраску. Растворы более высокой концен­
трации (1:5000) флуоресцируют желто-зеленым 
цветом, с концентрацией 1:1000 — желтым, 1:100 
— от медно-красного до кроваво-красного (как у 
хлорофилла). Чем выше концентрация раствора 
акридинового оранжевого, тем сильнее сдвигается 
максимум интенсивности в сторону длинных волн. 

С помощью окрашивания акридиновым оранже­
вым можно довольно точно отличить живую цито­
плазму от мертвой. Для этого готовят раствор кра­
сителя в водопроводной воде в концентрации 
1:10000 и наливают его в два часовых стекла: в од­
но помещают кусочек живой эпидермы кожицы 
лука, в другое — аналогичный кусочек мертвой 
эпидермы. Эпидерму убивают нагреванием или 
предварительной обработкой 5% раствором соля­
ной кислоты. В последнем случае объект промы­
вают дистиллированной водой. Время пребывания 
объектов в красителе — 10 — 15 минут. После это­
го объекты промывают водопроводной водой, 
обычным путем готовят препараты и исследуют их 
в синем свете флуоресцентного микроскопа. В жи­
вых клетках обнаруживается сильная зеленая флуо­
ресценция живой цитоплазмы и желто-зеленая — 
живого ядра, тогда как вакуоли с клеточным соком 
вследствие сильного накопления катионов красите­
ля окрашиваются в красный цвет. В мертвых клет­
ках, наоборот, цитоплазма и ядра с большой скоро­
стью связывают и накапливают краситель и дают 
красную флуоресценцию, тогда как вакуоли мерт­
вых клеток остаются неокрашенными. 

Кислотные (анодные) красители 

Калий-флуоресцин 

Калий-флуоресцин — один из лучших кислот­
ных красителей для прижизненного окрашивания 
цитоплазмы, которая в флуоресцентном микроско­
пе дает интенсивную зеленую окраску. 

Для получения окрашивающего эффекта гото­
вят буферный раствор красителя в концентрации 
1:10000 (рН 4). Кусочек верхней эпидермы чешуи 
лука опускают в раствор красителя. Через 5 — 10 
минут в живых клетках наблюдается интенсивная 
флуоресценция цитоплазмы и ядра, тогда как ва­
куоли и оболочки остаются неокрашенными. Мерт­
вые клетки не флуоресцируют. 

Эозин 

Эозин довольно токсичен, но при кратковре­
менном воздействии возможно прижизненное ок­
рашивание цитоплазмы. Удобным объектом явля­
ется верхняя эпидерма чешуи луковицы лука. Ис­
пользуется раствор в разведении 1:20000. Окраши­
вание проводится в темноте в течение 30 минут. В 
живых клетках цитоплазма и ядро становятся крас­
ными, вакуоли не окрашиваются. Краситель прони­
кает в вакуоли только при повреждении клеток. 
Скорость накопления красителя в живых клетках 
зависит только от их возраста: чем старее клетки 
эпидермы, тем интенсивнее они окрашиваются. 

Электронейтральные красители 

Родамин В. Молекулы красителя отличаются 
сильной липофильностью и хорошо растворимы в 
различных органических растворителях; при этом 
он является красителем не только для исследования 
в проходящем свете, но и флуорохромом с пре­
красной золотисто-желтой флуоресценцией. Счита­
ется наилучшим прижизненным красителем для 
окрашивания липоидных элементов протопласта. 
Для окрашивания готовят раствор в концентрации 
1:10000 на водопроводной воде. Окрашивание 
верхней эпидермы чешуи лука производят в тече­
ние 10 минут, промывают водопроводной водой и 
исследуют под флуоресцентным микроскопом. В 
живых клетках цитоплазма флуоресцирует диффуз-
но золотисто-желтым цветом, сильно флуоресци­
рующие митохондрии выделяются в виде светя­
щихся точек и палочек, золотисто-желтое свечение 
дают также ядерные оболочки. Так как родамин В 
накапливается исключительно в липоидах, данный 
опыт подтверждает наличие последних в перечис­
ленных выше структурах клетки. 

ЧАСТЬ II. ИССЛЕДОВАНИЕ ФИКСИРОВАННОГО МАТЕРИАЛА 

Цель фиксации — быстрое прекращение жиз­
ненных процессов в объекте с минимальным по­
вреждением исследуемых структур. Фиксация ана­
томического, цитологического или эмбриологиче­
ского материала имеет свою специфику (она будет 
рассмотрена в соответствующих разделах), тем не 
менее можно дать ряд общих рекомендаций для 
всех типов материала. Фиксировать следует по 
возможности свежий материал непосредственно на 

месте сбора. Особенно это важно при цитологиче­
ских и эмбриологических исследованиях, когда 
даже небольшое промедление может разрушить 
или сильно изменить исследуемые структуры. 

Следует добиваться по возможности быстрого 
воздействия фиксатора на материал. Для этого не­
обходимо вырезать из растения кусочки ткани, не­
посредственно подлежащие исследованию (напри­
мер, из листа вырезать кусочки параллельно сред-
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ней жилке, при эмбриологических исследованиях 
выбирать пыльники только на нужной стадии 
развития и т. п.). Следует иметь ввиду и предпо­
лагаемый в дальнейшем способ обработки мате­
риала: для резки от руки необходимо брать более 
крупные кусочки, чем для резки на микротоме 
или мацерации. Следует добиваться равномерно­
го действия фиксатора на материал, для чего 
нужно обеспечить поступление фиксирующей 
жидкости со всех сторон, в том числе и снизу, 
положив на дно сосуда немного ваты. При 
всплывании материала необходимо удалить из него 
воздух при помощи вакуумного насоса. Рекоменду­
ется нарушить целостность полостей в объекте 
(надрезать пыльники, разрезать завязи и т. п.). 

Для равномерного воздействия фиксатора необ­
ходимо брать его в достаточном объеме (в 5-
кратном для анатомических целей, а для эмбриоло­
гических и цитологических исследований — в 
10 — 15-кратном). 

Н. А. Наумов и В. Е. Козлов (1954) классифи­
цируют фиксаторы по их действующему началу, 
которым может служить спирт, хромовая, пик­
риновая и осмиевая кислоты, ртутные соедине­
ния и формалин. 

Если из фиксированного материала предполага­
ется в дальнейшем изготовить тотальные препара­
ты, можно воспользоваться фиксатором, сохра­
няющим зеленую окраску органов (для этой цели в 
фиксатор обычно вводят соли меди). 

ГЛАВА 1. ФИКСАЦИЯ МАТЕРИАЛА ДЛЯ 
АНАТОМИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Главная цель такой фиксации — сохранить 
клеточные оболочки и сделать материал более 
удобным для резки. При фиксации происходит 
консервация объекта, а также его уплотнение 
или размягчение в зависимости от желания ис­
следователя. 

Рецепты наиболее употребительных фиксаторов и 
консервирующих жидкостей 

Основой фиксирующих жидкостей для анато­
мических исследований является спирт. Это 
достаточно универсальный фиксатор, пригодный 
для широкого круга объектов. Фиксаторы на ос­
нове спирта безопасны, так как не содержат со­
лей тяжелых металлов и летучих ядовитых ве­
ществ. Однако продажный 96° спирт для фикса­
ции непригоден, поскольку сильно уплотняет 
ткани, делает их хрупкими и деформирует объ­
ект. Поэтому для фиксации неодревесневших 
частей следует брать 70 — 80° спирт. 

Хорошей фиксирующей жидкостью является 
также смесь спирта с формалином в следующей 
пропорции: 

спирт 96° — 94 мл 
формалин — 6 мл 

Добавленный в фиксатор формалин является 
цитоплазматическим фиксатором, коагулирующим 

белки, что улучшает конечный результат, давая 
более полную картину на срезе. 

В последнее время широкое распространение 
получил фиксатор FAA, который обладает сход­
ным действием, но дает еще более четкие картины 
за счет добавления в смесь уксусной кислоты: 

спирт 96° —100 мл 
формалин — 7 мл 

ледяная уксусная кислота — 7 мл. 
В этом фиксаторе можно оставить материал на 

некоторое время (до недели), затем его следует 
промыть спиртом до исчезновения запаха уксусной 
кислоты и поместить в 70° спирт. 

Если материал в дальнейшем не предполага­
ется обезвоживать и пропитывать парафином, 
можно воспользоваться для фиксации копенга­
генской смесью: 

этиловый спирт 96° — 13 мл 
глицерин — 0,5 мл 
вода — 5 мл. 

Глицерин, введенный в состав фиксатора, спо­
собствует размягчению сильно одревесневших кле­
точных оболочек, в результате чего консистенция 
материала становится более однородной и он легче 
режется. 

Соли меди, введенные в состав фиксатора, пере­
водят хлорофилл в нерастворимую форму, и объек­
ты, зафиксированные таким способом, сохраняют 
зеленую окраску. 

Для листьев, пораженных грибами, М.Н. Прози-
на (1960) предлагает воспользоваться фиксатором 
Гаммалунда: 

концентрированный медный купорос — 15 мл 
формалин — 1 мл 
вода — 5 мл 

Консервирующей жидкостью в этом случае яв­
ляется формалин. 

Для водорослей, а также для заростков папорот­
ников рекомендуется пользоваться смесью Темпера 
или смесью Аммана. 

Смесь Темпера: 
Хлорная медь — 0,2 г 
азотнокислая медь — 0,2 г 
фенол — 1 г 

вода — 99 мл 

Смесь Аммана: 
лактофенол — 5 мл 
хлорная медь — 0,2 г 
уксуснокислая медь — 0,2 г 
дистиллированная вода — 95 мл 

Для консервации фиксированных объектов 
М. Н. Прозина (1960) в этом случае рекомендует 
использовать несколько измененную смесь Аммана: 

лактофенол — 50 мл 
вода — 95 мл 

хлорная медь — 2 г 
уксуснокислая медь — 2 г 
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При фиксации растворами, содержащими соли 
меди, следует учитывать, что действуют они до­
вольно медленно, поэтому материал необходимо 
выдерживать в них в течение 1 — 2 недель. 

Трудности, встречающиеся при фиксации 

Фиксация объектов, содержащих большое количе­
ство слизи 

Для фиксации объектов, содержащих большое 
количество слизи, в фиксирующую смесь можно 
добавить некоторое количество солей свинца, на­
пример уксуснокислого свинца, в котором слизь 
теряет способность к набуханию. 

М. Н. Прозина (1960) рекомендует для фикса­
ции богатых слизью тканей использовать насыщен­
ный водный раствор пикриновой кислоты, в кото­
рый добавляют немного глицерина. 

Фиксация твердых объектов 

Для фиксации твердых объектов рекомендуется 
добавлять в фиксатор глицерин. В большинстве 
случаев достаточно бывает использования копенга­
генской смеси (см. выше). 

Хорошее смягчающее действие оказывает кипя­
чение твердых одревесневших объектов в воде в 
течение 5 — 15 минут, однако такой способ 
годится только для однородного материала 
(образцы древесины и т. п.), т. к. мягкие части 
при этом часто мацерируются или становятся 
слишком дряблыми. 

Для сильно одревесневших объектов (твердых 
древесин, а также для зрелых плодов и семян) мож­
но рекомендовать смесь спирта, воды и глицерина 
в равных частях (по объему). 

Эти три способа хороши тем, что безопасны для 
исследователя и не требуют особых мер предосто­
рожности, поскольку смеси не содержат ядовитых 
веществ. 

Для быстрого размягчения древесин 
L. F. Burkart (1966) рекомендует воспользоваться 
триэтиленгликолем. Куски древесины помеща­
ют на 20 — 30 минут в триэтиленгликоль при 
120 — 130° С. Многократное использование 
реактива изменяет его цвет, но это не влияет на 
результат, а при промывке срезов реагент бы­
стро вымывается. 

Для хвойных с очень плотной ядровой древе­
синой необходимо предварительное (в течение 
нескольких минут) кипячение в воде. С целью 
размягчения древесин твердых пород в триэти­
ленгликоль добавляют 0,2 — 0,5% фенолсульфо-
кислоты. Так как в процессе использования три­
этиленгликоль несколько подкисляется (благо­
даря экстракции лигнина), в добавлении кислоты 
нуждаются только свежие растворы. Операции с 
триэтиленгликолем следует производить в вы­
тяжном шкафу. 

ГЛАВА 2. ФИКСАЦИЯ ДЛЯ ЦИТОЛОГИЧЕСКИХ 
И ЭМБРИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Подготовка и фиксация материала 

В зависимости от задачи цитоэмбриологическо-
го исследования решается вопрос о том, какие ор­
ганы растения необходимо зафиксировать. Если 
цель исследования — получение полной картины 
закономерностей строения и развития эмбриональ­
ных структур данного объекта, то необходимо за­
фиксировать бутоны разного возраста, начиная от 
самых молодых и кончая распустившимися цвет­
ками, а также цветки и плоды на разных стадиях 
развития, вплоть до полного созревания семян. 

Для изучения мейоза при микроспорогенезе 
фиксируют только небольшие бутоны (до приобре­
тения ими окраски), для изучения пыльцы — пыль­
ники в крупных бутонах и раскрывшихся цветках. 

Для установления типа эмбриогенеза и развития 
семени (семенной кожуры) фиксируют раскрывшиеся 
цветки и плоды до полного созревания семян. 

Детальное изучение процесса оплодотворения 
(тип оплодотворения, время, протекающее от мо­
мента попадания пыльцы на рыльце пестика до 
вхождения пыльцевой трубки в зародышевый ме­
шок, а вместе с ней и проникновение спермиев в 
яйцеклетку и центральную клетку зародышевого 
мешка; время завершения процесса двойного опло­
дотворения и др.) предполагает в качестве обязатель­
ного условия проведение темпоральной фиксации. 

Метод темпоральной фиксации, предложенный 
М. С. Навашиным (1936), представляет собой по­
временную фиксацию материала, т. е. фиксацию 
через определенные промежутки времени, величи­
на которых зависит от темпа изучаемого процесса и 
устанавливается опытным путем. Для этой цели 
крупные бутоны и цветки предварительно (до 
вскрывания пыльников) кастрируют, затем произ­
водят искусственное опыление, а после этого фик­
сируют завязи через определенные промежутки вре­
мени, вначале через очень короткие (10 — 20 минут). 
Если процесс протекает медленно, то интервал между 
фиксациями удлиняют (до 30 минут и больше). По­
мимо установления момента оплодотворения, этот 
метод фиксации позволяет также определить скорость 
роста пыльцевых трубок в тканях пестика, время про­
хождения фаз развития зародыша и др. 

Повременная (темпоральная) фиксация мате­
риала без предварительной кастрации цветков при­
меняется эмбриологами более широко, например, 
при изучении биологии развития древесных пород 
для установления времени заложения цветочных 
почек, времени мейоза, развития пыльцы, зароды­
шевого мешка и др. 

Необходимое условие успешной фиксации — 
свежесть исследуемого материала. В связи с этим 
цитоэмбриологическая фиксация проводится толь­
ко на месте произрастания объекта. Если растения 
выращиваются на грядке или в оранжерее, то перед 
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фиксацией их необходимо полить, т. к. при подвя-
дании наблюдается нарушение структуры клеток. 

При фиксации материал должен быть освобож­
ден от грязи, песка и других посторонних частиц, 
присутствие которых может привести к серьезным 
затруднениям при изготовлении микротомных срезов. 

При проведении фиксации очень мелкие и мо­
лодые бутоны погружают в фиксатор, не препари­
руя. Более крупные бутоны следует освобождать от 
цветочных покровов, которые нередко несут на 
себе волоски или покрыты железками, выделяю­
щими эфирные масла или смолистые вещества, 
задерживающие проникновение фиксирующих 
жидкостей во внутренние части бутонов. В связи с 
этим эмбриологи чаще используют спиртовые фик­
саторы, которые легко вытесняют воздух, раство­
ряют жироподобные вещества, благодаря чему бы­
стрее проникают в ткани. Эмбриологический мате­
риал при использовании водных фиксаторов обяза­
тельно, а при использовании спиртовых — жела­
тельно фиксировать с выкачиванием воздуха ваку­
умным насосом (водоструйным, насосом Комовского 
или др.). Удаление воздуха из материала облегчает и 
ускоряет пропитывание его фиксатором. 

Крупные пыльники и завязи (лилейные и др.), а 
также плоды при фиксации следует острым скаль­
пелем или бритвой разрезать на небольшие кусочки 
размером не более 0,5 см, учитывая при этом про­
странственную ориентацию органов, и быстро по­
грузить их в фиксатор. 

При фиксации сложноцветных, у которых при­
ходится брать целиком корзинки, перед фиксацией 
удаляют листочки обертки, и, если корзинки круп­
ные, их режут на 2 — 4 части. 

При цитоэмбриологическом исследовании зла­
ков для получения самых ранних стадий развития 
цветка и его элементов фиксируют весь колос, 
позднее — отдельные колоски. Перед колошением 
и в процессе колошения тонким пинцетом осто­
рожно удаляют колосковые и цветковые чешуи. 

Под фиксацией материала понимается быстрое 
умерщвление объекта, имеющее целью максималь­
но сохранить прижизненную структуру составляю­
щих его клеток и тканей, а также не вызвать обра­
зование новых структур, не свойственных клетке и 
называемых артефактами. С точки зрения физиче­
ской химии это достигается путем превращения 
клеточных коллоидов, способных набухать и изме­
нять свою форму и объем, в более стойкие неэла­
стичные гели. 

Структурные элементы клетки по их отноше­
нию к воздействию фиксаторов можно разделить на 
несколько категорий: 

Стабильные структуры — те элементы клетки, 
которые состоят из твердых веществ или необрати­
мых, малоэластичных гелей (например, клеточная 
оболочка). Такие структуры меньше всего меняют­
ся под действием фиксаторов. 

Лабильные структуры — остальные компонен­
ты клетки, состоящие из обратимых гелей и золей. 
Они не могут быть зафиксированы так, чтобы не 

произошло существенного изменения их коллоид­
ного состояния (отмешивания, коагуляции, сжатия, 
набухания или растворения отдельных фаз) и свя­
занных с этим микроскопически видимых измене­
ний. Таково большинство внутриклеточных струк­
тур, которые в зависимости от природы фиксатора 
в разной степени меняют свою форму и размер. 

Маскированные структуры выявляются только 
при фиксации в местах, которые в прижизненном 
состоянии казались бесструктурными и гомоген­
ными. Эти структуры существуют в живой клетке, 
но не видны при обычных способах микроскопиро-
вания, т. к. их коэффициент преломления сходен с 
таковым окружающей среды (например, интерфаз­
ные хромосомы). Любой фиксатор увеличивает раз­
личие коэффициентов преломления и тем самым по­
зволяет видеть эти структуры на препарате. 

Латентные структуры прижизненно не сущест­
вуют, но появление их на фиксированном препара­
те строго предопределено специфическими физио­
логическими и ультрамикроскопическими свойст­
вами живого объекта (например, зернистые и вакуо-
лярные образования в цитоплазме). Они могут появ­
ляться в нормальном цикле жизни клетки или вызы­
ваться экспериментально и носят обратимый характер. 

Осторожное и критическое отношение к микро­
структурам препарата из фиксированного материа­
ла, т. е. решение вопроса о том, существует ли дан­
ная структура в клетке или это артефакт, вызван­
ный специфическим действием фиксатора, требует 
от исследователя соблюдения двух условий: необ­
ходимости параллельных прижизненных наблюде­
ний для контроля наряду с анализом фиксирован­
ного материала и использования нескольких фикса­
торов на одном и том же объекте. Если при дейст­
вии различных фиксаторов в одном и том же месте 
клетки появляются одинаковые образования, то это 
не артефакт, а реально существующие структуры, от­
носящиеся к одной из вышеперечисленных категорий. 

Требования, предъявляемые к цитоэмбриологиче-
ским фиксаторам 

Фиксатор должен уплотнять и закреплять ткань, 
делая ее более устойчивой и способной без замет­
ной деформации перенести последующую обработку: 
обезвоживание, заливку, резку на микротоме и др. 

Фиксатор должен переводить в нерастворимое со­
стояние основные части клеточных структур (белки, 
липоиды, углеводы и т. д.), в противном случае при по­
следующих промывке, проводке и окрашивании часть 
структур будет вымываться, что коренным образом 
может изменить картину строения изучаемой ткани. 

Фиксатор не должен делать объект хрупким, 
ломким, сморщивать ткани. 

Фиксатор не должен мешать последующему ок­
рашиванию объекта. Некоторые наиболее часто 
употребляемые фиксаторы играют роль протравы, 
делая объект более восприимчивым для красителей. 

Фиксатор должен быстро проникать в ткань: 
медленное проникновение фиксатора может вы-
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звать значительные посмертные изменения глубо­
ких слоев фиксируемой ткани. Отсюда необходи­
мость по возможности расчленять объект на кусоч­
ки незначительной толщины. 

Среда фиксатора должна быть не щелочной, а 
нейтральной или слегка подкисленной: большинст­
во применяемых фиксаторов способно интенсивно 
коагулировать содержимое клетки только в ней­
тральной или кислой, но не в щелочной среде; по­
этому рН фиксатора должно быть ниже ИЭТ ткане­
вых белков, т. е. 4 — 4,5. 

Не существует фиксаторов, в равной мере хо­
рошо сохраняющих все категории клеточных 
структур, клеток и тканей. Поэтому в цитоэмбрио-
логических исследованиях используются различ­
ные фиксаторы. 

Выбор фиксатора определяется целью исследо­
вания, характером красителя, используемого при 
дальнейшей обработке материала, видом растения, 
возрастом растения и характером исследуемой час­
ти. При выборе фиксатора следует руководство­
ваться существующими в специальной литературе 
указаниями, а при отсутствии таковых необходимо 
попробовать несколько и выбрать из них наиболее 
пригодный. 

Продолжительность фиксации зависит как от 
свойств выбранного фиксатора, так и от свойств 
фиксируемой ткани. 

Используемые в цитоэмбриологии растений 
фиксирующие растворы, как правило, представля­
ют собой смесь нескольких реактивов, каждый из 
которых обладает односторонним фиксирующим 
свойством. В качестве компонентов для составле­
ния наиболее часто применяемых фиксирующих 
смесей используются спирт, уксусная и хромовая 
кислоты и формалин, реже — четырехокись осмия 
и перманганат калия. 

Основные свойства реактивов, используемых в ка­
честве компонентов для фиксирующих смесей 

/. Этиловый спирт — 70°, 96°, 100°. В чистом 
виде как фиксатор в цитологии и эмбриологии не 
используется, т. к. вследствие сильного обезвожи­
вающего воздействия на содержимое клетки вызы­
вает резкое сжатие и сморщивание материала. 

Положительные свойства спирта как фиксатора: 
быстро проникает в ткани, быстро и необратимо 
свертывает белки, незначительно нарушая их 
строение, хорошо уплотняет материал, который 
затем хорошо окрашивается большинством краси­
телей, химически нейтральный и относительно ин­
дифферентный фиксатор, т. к. не оказывает замет­
ного воздействия на реакционноспособные группы 
и потому употребляется при изучении физико-
химического состояния клеток. 

Недостатки спирта как фиксатора: у нежных 
объектов (например, у меристематических клеток) 
он не только сжимает содержимое клетки, но и де­
формирует оболочку, делает материал ломким, рас­
творяет и экстрагирует жиры и липоиды. 

Недопустимо включение спирта в качестве ком­
понента в фиксирующие смеси для аппарата Голь-
джи и митохондрий. 

2. Уксусная кислота. В чистом виде как фикса­
тор используется редко и только для специальных 
целей, но входит в состав различных фиксирующих 
смесей под названием ледяная уксусная кислота 
(100% уксусная кислота, образующая при охлажде­
нии кристаллическую массу). Можно использовать 
и концентрированную уксусную кислоту, содержа­
щую 4% воды. 

Положительные свойства уксусной кислоты как 
фиксатора: быстро проникает в ткани, хорошо со­
храняет форму хромосом, поэтому является обяза­
тельным компонентом для смесей, используемых 
для хромосомного анализа, хорошо осаждает нук­
леиновые кислоты и гистоны ядра, но не фиксирует 
протеины цитоплазмы и, следовательно, увеличи­
вает контраст между ядром и цитоплазмой; после 
фиксации с уксусной кислотой хроматин ядра хо­
рошо окрашивается основными красителями, по­
этому ледяная уксусная кислота входит в состав 
многих ядерных фиксаторов. 

Недостатки уксусной кислоты как фиксатора: 
может вызвать набухание и сморщивание клеток, 
имеет тенденцию размягчать растительные ткани, 
растворяет липоиды, разрушает митохондрии и 
комплекс Гольджи. 

В последние годы уксусную кислоту нередко 
заменяют при фиксации пропионовой кислотой, 
которая способствует лучшей фиксации и окраши­
ванию объекта. 

3. Хромовая кислота. В чистом виде в качестве 
фиксатора не употребляется, но входит в состав 
многих фиксирующих смесей, а в некоторых из них 
играет роль основы. Ее готовят растворением в во­
де хромового ангидрида — сильного окислителя. 
Хромовый ангидрид представляет собой темноок-
рашенные кристаллы, гигроскопичные и легко рас­
творимые в воде. 

Как компонент фиксирующих смесей хромовая 
кислота используется в 1% концентрации, хранится 
в склянке из темного стекла с притертой пробкой. 
Поскольку хромовая кислота является сильным 
окислителем, ее не смешивают с восстановителями 
(как, например, формалин или спирт). Поэтому 
фиксирующие смеси, в состав которых входят од­
новременно хромовая кислота и формалин, готовят 
непосредственно перед употреблением. 

Положительные свойства хромовой кислоты как 
фиксатора: хорошо коагулирует белки, сохраняя 
детали строения ядра и цитоплазмы; служит про­
травой для многих клеточных структур, способст­
вуя их лучшему окрашиванию, уплотняет объект, 
считается хорошей составной частью фиксирую­
щих смесей для аппарата Гольджи и митохондрий. 

Недостатки хромовой кислоты как фиксатора: 
при длительном действии вызывает чрезмерное 
уплотнение объекта, медленно проникает в объект, 
поэтому фиксируемые части должны быть мелки­
ми, после применения требует тщательной и дли-
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тельной промывки водой для удаления следов хро­
ма, иначе образуется осадок, мешающий после­
дующему окрашиванию тканей; после фиксации с 
хромовой кислотой структуры плохо окрашиваются 
кармином. 

4. Формалин. Продажный формалин представ­
ляет собой 40% водный раствор формальдегида, 
восстановитель. Один из наиболее распространен­
ных фиксаторов растительных тканей. Может при­
меняться в чистом виде (в виде 10—20% раство­
ров) при некоторых цитохимических исследова­
ниях, но обычно используется в смеси с другими 
веществами. 

Формалин всегда содержит в виде примеси сле­
ды муравьиной кислоты, образующейся на свету. 
При фиксации она вызывает появление осадка в 
тканях, повреждает слизистые клетки и серьезно 
нарушает тонкую структуру цитоплазмы. Чтобы 
избежать этого, необходимо пользоваться ней­
тральным формалином. Для нейтрализации фор­
малин наливают в темную склянку на слой угле­
кислого кальция (или мела) толщиной в 1—2 см 
и выдерживают не менее суток, периодически 
взбалтывая. 

При продолжительном хранении неразведанно­
го (продажного) формалина в нем иногда образует­
ся осадок белого цвета (продукт полимеризации 
формальдегида). Для растворения осадка бутыль с 
таким формалином надо поставить в термостат при 
54 — 56° С на 24 часа. Неразведенный формалин и 
его растворы следует хранить в темном месте. 

Положительные свойства формалина как фикса­
тора: хорошо уплотняет ткани, не сокращая их; 
сравнительно быстро проникает в ткань, поэтому 
можно фиксировать довольно крупные кусочки (до 
0,5 см толщиной); нейтрализует основные группы 
белков, делая протеины более кислыми, чем при 
фиксации спиртом, в результате чего протеины, 
фиксированные формалином, имеют особое срод­
ство к основным красителям (базофилия цитоплаз­
мы); сохраняет липоиды, жиры и жирные кислоты; 
хорошо сохраняет тонкую структуру цитоплазмы; 
является компонентом фиксирующих смесей для 
митохондрий и комплекса Гольджи и хорошей кон­
сервирующей жидкостью, позволяющей длительно 
хранить в ней объект. 

Недостатки формалина как фиксатора: после 
формалиновой фиксации не идут некоторые окраски 
(ацетокармин, метиловый зеленый с пиронином). 

5. Четырехокисъ осмия (так называемая 
"осмиевая кислота") — сильный окислитель, по­
ступает в продажу в виде прозрачных кристаллов, 
запаянных в стеклянные ампулы по 0,5—2 г. Для 
фиксации используют 2% водный раствор, который 
готовят, строго соблюдая меры предосторожности. 
В водных растворах осмий быстро восстанавлива­
ется, особенно в присутствии загрязняющих час­
тиц, при этом раствор чернеет и портится. Поэтому 
для приготовления раствора употребляют совер­
шенно чистую дистиллированную воду, лучше все­
го дистиллированную вторично, и стеклянную по­

суду, вымытую с обезжиривающей смесью (хром­
пиком) и тщательно сполоснутую дистиллирован­
ной водой. Учитывая токсичность паров осмия, 
процедуру проводят в вытяжном шкафу с исполь­
зованием резиновых перчаток. 

Приготовление раствора. Фабричную ампулу 
обмывают теплой водой, освобождают от этикетки 
и от случайных загрязнений, затем, проведя попе­
рек ампулы разрез напильником, но не разламывая 
ее, ополаскивают спиртом или спиртом с эфиром, 
после чего бросают в заранее приготовленную так­
же абсолютно чистую склянку из темного стекла с 
заранее отмеренным количеством дистиллирован­
ной воды. Сильным встряхиванием склянки или с 
помощью чисто вымытой стеклянной палочки ам­
пулу разбивают внутри банки, которую закрывают 
затем плотно притертой стеклянной пробкой. 
Склянку ставят в темное место на несколько часов 
до полного растворения кристаллов. Готовый рас­
твор хранят в темноте, в холодильнике. 

В чистом виде осмиевая кислота как фиксатор 
употребляется в виде паров для фиксации наиболее 
нежных объектов: прорастающих спор, мицелия, 
зооспор, изолированных клеток, культур тканей и 
др. В виде 2% водного раствора для целей фикса­
ции используется только в сочетании с другими 
веществами. 

Положительные свойства осмиевой кислоты как 
фиксатора: вызывает наименьшие, едва заметные 
изменения в структуре ядра и цитоплазмы; не сжи­
мает клетку при фиксации, сохраняя ее в состоя­
нии, близком к прижизненному; это один из немно­
гих фиксаторов, сохраняющих как жиры, так и ли­
поиды, и прекрасный фиксатор для митохондрий. 

Недостатки осмиевой кислоты как фиксатора: 
она нестойка, летуча и токсична, обладает слабой 
диффузионной способностью и, как следствие, 
фиксирует неравномерно; благоприятное действие 
фиксации сказывается только на узкой перифери­
ческой зоне объекта, внешние клетки которого лег­
ко можно "перефиксировать" (они становятся не­
прозрачными и с трудом окрашиваются); один из 
наиболее медленно проникающих фиксаторов, по­
этому им можно фиксировать только мелкие кусоч­
ки ткани (не толще 2 мм); может вызвать почерне­
ние объекта, являющееся помехой для изучения 
деталей структуры. В таких случаях нужно приме­
нить реакцию окисления одним из двух ниже 
приведенных способов, т. е. провести отбелива­
ние срезов. 

Отбеливание перекисью водорода. Препараты с 
депарафинированными срезами помещают на 10 — 
60 секунд в разбавленный раствор перекиси водо­
рода (2 капли 3% раствора перекиси на 50 мл дис­
тиллированной воды). Затем сразу промывают в 
воде. При более длительном отбеливании (до 5 ми­
нут) обесцвечивается комплекс Гольджи. 

Отбеливание перманганатом калия с щавелевой 
кислотой. Препараты с депарафинированными сре­
зами помещают на 30 секунд в 1% раствор перман-
ганата калия и затем на 30 секунд в 5% щавелевую 
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кислоту. После этого — промывка в проточной или 
часто сменяемой воде. Эта процедура отбеливания* 
способствует более отчетливому окрашиванию 
митохондрий после осмиевых фиксаций. 

6. Бихромат калия. В чистом виде для фиксации 
непригоден, т. к. вызывает образование артефактов 
(особенно в ядре). Используется только в составе 
фиксирующих смесей, особенно часто в комбина­
ции с осмиевой кислотой. Двухромовокислый ка­
лий — сильно окисляющий агент (хотя и более 
слабый, чем хромовая кислота), и его не следует 
смешивать со спиртом. В соединении с формали­
ном он нестоек, поэтому смесь готовится непосред­
ственно перед употреблением, а фиксация ведется в 
темноте. 

Положительные свойства бихромата калия как 
фиксатора: оказывает сильное фиксирующее дейст­
вие на липиды (более сильное, чем действие фор­
мальдегида), с которыми он вступает в химическое 
соединение и уменьшает таким образом их раство­
римость в органических растворителях; прекрас­
ный фиксатор для цитоплазмы и ее структур, осо­
бенно для митохондрий. 

Недостатки бихромата калия как фиксатора: 
растворяет хроматин ядра и поэтому не должен 
использоваться в смесях для изучения хромосом; 
требует длительной промывки материала. 

В состав некоторых фиксаторов могут вклю­
чаться и другие вещества, действующие как рас­
творители: ацетон, хлороформ, диоксан, петро-
лейный эфир, изопропиловый спирт и др. 

Перечисленные выше вещества используют в 
разных сочетаниях для приготовления фикси­
рующих смесей, применяемых для цитоэмбрио-
логических исследований. Подбирая различные 
концентрации компонентов смеси, добиваются 
наилучшего качества фиксации для каждой кон­
кретной цели. 

Растворы фиксаторов готовят или на спирте 
(спиртовые фиксаторы) или на дистиллирован­
ной воде (водные фиксаторы). Спиртовые фикса­
торы быстрее проникают в ткани, поэтому мате­
риал в них выдерживают от 30 минут до 12 ча­
сов, в зависимости от размеров и плотности фик­
сируемого кусочка. Водные фиксаторы значи­
тельно медленнее проникают в ткани, поэтому 
объект должен находиться в фиксирующей смеси 
не менее суток, а иногда и дольше. Спиртовые 
фиксаторы более грубы по своему действию, чем 
водные, они дают хороший результат при фикса­
ции крупных объектов или материалов, мало 
подвергающихся сжатию. Для нежных объектов 
предпочтительнее применение водных фиксато­
ров, действующих мягко и хорошо сохраняющих 
структуру клетки. 

Ниже приводится состав и характеристика 
фиксирующих смесей, наиболее часто приме­
няемых в цитологических и эмбриологических 
исследованиях. 

Водные фиксаторы 

Фиксатор Навашина* (10:4:1) 
хромовая кислота 1% — 10 частей 

формалин 40% от продажного — 4 части 
ледяная уксусная кислота — 1 часть 

Фиксирующая смесь после соединения компо­
нентов быстро разлагается (формалин окисляется 
хромовой кислотой), поэтому фиксатор готовят 
непосредственно перед употреблением. 

Фиксацию проводят в течение 24 часов, в тем­
ноте, при комнатной температуре. После фиксации 
требуется тщательная, длительная (от 2 часов до 
суток, в зависимости от величины и плотности объ­
екта) промывка проточной водопроводной водой. 

Фиксатор действует мягко, особенно хорошо 
сохраняет структуру ядра и хромосом. После фик­
сатора объекты хорошо окрашиваются ядерными 
красителями. Поскольку фиксатор медленно про­
никает в ткани, крупные эмбриологические объек­
ты (крупные бутоны, цветки, завязи и т. п.) необхо­
димо отпрепарировать и разрезать на мелкие части. 
Для эмбриологических объектов рекомендуется 
также применять вакуумную инфильтрацию: от­
крытые емкости с материалом в фиксаторе Нава­
шина помещают в эксикатор, соединенный с ваку­
умным насосом, и оставляют на 5 или больше ми­
нут под вакуумом, чтобы избавиться от пузырьков 
воздуха и тем облегчить проникновение фиксатора. 

Фиксатор Флемминга (Боннская смесь) 
хромовая кислота 1% — 25 мл 
осмиевая кислота 2% — 5 мл 

уксусная кислота ледяная — 10 мл 
вода дистиллированная — 60 мл 

Материал фиксируют 1 — 2 суток в темноте, за­
тем промывают в проточной водопроводной воде в 
течение 4 — 24 часов в зависимости от размеров и 
плотности объекта. 

Считается наилучшим из всех фиксаторов, ко­
торыми пользуются в микротехнике. Особенно хо­
рош для изучения структуры ядра и хромосом в 
процессе деления клетки. Многочисленные досто­
инства фиксатора объясняются крайне удачным 
сочетанием свойств веществ, входящих в его со­
став: действие уксусной кислоты, являющейся пре­
имущественно ядерным фиксатором, дополняется 
действием осмиевой кислоты, проявляющей себя 
как цитоплазматический фиксатор; хромовая ки­
слота, действующая как протрава, способствует 
поглощению объектом красителя. 

Трудность фиксации жидкостью Флемминга в 
том, что составные части ее с разной скоростью 
проникают в ткани, поэтому фиксируемые кусочки 
не должны быть толще 2 — 2,5 мм. Как и при фик­
сации смесью Навашина, эмбриологический мате­
риал должен быть тщательно отпрепарирован, рас-

* 10:4:1 — принятое условное обозначение соотно­
шения компонентов фиксирующей смеси 
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членен на мелкие кусочки и подвергнут вакуумной 
инфильтрации. 

Фиксатор Модилевского (9:2:2:2) 
хромовая кислота 1% — 9 частей 
уксусная кислота 5% — 2 части 
двухромовокислый калий 5% — 2 части 
формалин 40% от продажного — 2 части 

Компоненты фиксирующей смеси соединяют 
непосредственно перед фиксацией. Продолжитель­
ность фиксации 24 часа в темноте, затем следует 
промывка в проточной водопроводной воде в тече­
ние суток. 

По действию на материал сходен с фиксатором 
Навашина: мягкий, хорошо сохраняет строение 
клеток. 

Фиксатор Чиаччио 
5% водный раствор двухромовокислого калия 

— 80 мл 
формалин 40% от продажного — 20 мл 

ледяная уксусная кислота — 5 мл 
Фиксируют в течение 1 — 2 суток с последую­

щим хромированием в 3% растворе двухромово­
кислого калия в течение 2 — 3 суток, промывкой в 
водопроводной воде в течение суток и ускоренной 
проводкой до парафина. Хорошо фиксирует липои­
ды и частично жиры. 

Глут ар альдегидный фиксатор (McDowell, 
Trump, 1976) 

Готовится смесь из равных частей 4% формаль­
дегида и 1% глутаральдегида, забуференных с помо­
щью одноосновного фосфата натрия до рН 7,2 — 7,4. 

Приготовление фосфатного буфера с рН 7,4. Го­
товят М/15 растворы: 11,876г Na 2 HP0 4 x2H 2 0 в 1 л 
дистиллированной воды и 9,078г К Н 2 Р 0 4 в 1 л дис­
тиллированной воды. Исходные растворы соеди­
няют в соотношении 8:2. Приготовленный фикса­
тор может храниться до использования в течение 3 
месяцев при 4° С. 

Формальдегидный компонент фиксатора быстро 
проникает в ткань, тогда как медленнее диффунди­
рующий глутаральдегид более основательно, чем 
формальдегид, фиксирует и надолго закрепляет ее. 
Объекты (бутоны, цветки, плоды, соцветия и даже 
небольшие растения) можно фиксировать целиком, 
не расчленяя на фрагменты. В отличие от большин­
ства традиционно используемых в цитоэмбриоло-
гии фиксаторов после глутаральдегидной смеси нет 
необходимости сразу пускать материал в после­
дующую обработку (промывка и т. д.): объект мо­
жет храниться в фиксаторе длительное время (до 6 
месяцев) без каких-либо признаков экстракции 
ядерно-цитоплазматического материала. Эта нетра­
диционная методика фиксации, ранее не использо­
вавшаяся при светооптических исследованиях рас­
тительных объектов и не вошедшая в существую­
щие руководства по микротехнике, успешно и не­
однократно опробована авторами в экспериментах 

по выращиванию растений в условиях длительных 
космических полетов на станции "Мир" (Веселова 
и др., 1999). 

После фиксации материал промывают буфер­
ным раствором (три смены по 1,5 часа), затем про­
точной или часто сменяемой водопроводной водой 
в течение часа и после обычной проводки (через 
спирты) заключают в парафин. 

Фиксатор обеспечивает хороигую сохранность 
внутриклеточных структур и при использовании 
различных комбинированных окрасок, применяе­
мых в цитологии и эмбриологии, позволяет полу­
чить четкие картины строения клеток при микро-
скопировании. Хорошие результаты получаются и 
при проведении цитохимических реакций (реакция 
Фельген-Шиффа на ДНК, реакция ШИК на полиса­
хариды, реакции на ферменты и др.). 

Спиртовые фиксаторы 

Фиксатор Карнуа (6:3:1) 
Этиловый спирт 96° (100°) — 6 частей 
хлороформ — 3 части 
ледяная уксусная кислота — 1 часть 

Один из наиболее широко используемых в ци­
тологической и эмбриологической практике спир­
товых фиксаторов. 

Продолжительность фиксации от 2 до 12 часов 
(можно оставить на ночь, но в холодильнике). По­
сле фиксации материал промывают в трех сменах 
96° спирта по 30 минут в каждой до исчезновения 
запаха уксусной кислоты, затем переносят в 80° 
спирт и хранят в холодильнике до использования. 

Достоинство фиксатора — способность быстро 
проникать в ткани, поэтому им можно фиксировать 
крупные эмбриологические объекты, часто имею­
щие опушение и восковой налет, характерный для 
многих растений. Однако действие фиксатора зна­
чительно грубее, чем у водных фиксаторов. У неж­
ных и мелких объектов происходит съеживание 
содержимого клеток, а иногда и деформация обо­
лочек, усиливающаяся при длительном воздейст­
вии, к тому же объект становится слишком твер­
дым и хрупким. Поэтому материал выдерживают в 
фиксаторе не дольше, чем это необходимо для его 
полного пропитывания. При толщине объекта 1 — 
2 мм время фиксации составляет около 2 часов, при 
толщине 3 — 5 мм — от 3 до 6 часов. 

Хорош как ядерный фиксатор, а также применя­
ется для эмбриологического материала в тех случа­
ях, когда необходимо получить общую картину 
содержимого клеток и структуры ядра. После этого 
фиксатора материал хорошо окрашивается ядер­
ными красителями. 

Фиксатор Кларка (3:1), или "уксусный алкоголь*' 
этиловый спирт 96° — 3 части 
ледяная уксусная кислота — 1 часть 

Материал выдерживают в фиксаторе от 2 до 12 
часов (можно оставить и на более длительный срок 
при температуре 0 —+3° С). Способ промывки и 
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последующего хранения материала тот же, что и 
после фиксатора Карнуа. 

Уксусный алкоголь — ядерный фиксатор, ши­
роко применяется в цитологических исследованиях 
при изготовлении давленых препаратов для прове­
дения хромосомного анализа. 

Фиксатор Нъюкомера (6:3:1:1:1) 
изопропиловый спирт — 6 частей 
пропионовая кислота — 3 части 
диоксан — 1 часть 
петролейный эфир — 1 часть 
ацетон — 1 часть 

Материал фиксируют в течение суток при комнат­
ной температуре, затем заливают свежим фиксатором 
и хранят в холодильнике до анализа. Перед работой 
материал промывают тремя порциями 96° спирта. 

Фиксатор применяют для изучения хромосом­
ных аберраций и мейоза на давленых препаратах, 
т. е. для фиксации молодых корешков и пыльников 
соответственно. 

Поскольку компоненты фиксатора ядовиты 
(диоксан), процедуру фиксации нужно проводить 
под тягой и в резиновых перчатках. 

Фиксатор Бродского, сокращенно ФСУ (3:1:0,3) 
формалин продажный — 3 части 
спирт этиловый 96° — 1 часть 

ледяная уксусная кислота — 0,3 части 
Продолжительность фиксации корешков 1 — 

1,5 часа, максимум — 6 часов. После фиксации 
следует промывка в трех сменах этилового спирта. 

Фиксатор используется для цитохимических ис­
следований, хорошо сохраняет РНК. 

Фиксатор Чемберлена (18:1:1) 
этиловый спирт 70° — 90 частей 
продажный формалин — 5 частей 
ледяная уксусная кислота — 5 частей 
Материал выдерживают в фиксаторе 12 — 16 ча­

сов (материал в фиксаторе можно оставить на дли­
тельное хранение), затем следует промывка тремя 
сменами 70° этилового спирта по 30 минут каждая. 

Фиксатор (почти универсальный) используется 
в цитологических и эмбриологических исследова­
ниях. Он быстро проникает в крупные эмбриологи­
ческие объекты, после него материал хорошо ок­
рашивается ядерными красителями. По своему дей­
ствию фиксатор Чемберлена занимает промежу­
точное место между фиксаторами Карнуа (мягче) и 
Навашина (грубее). 

Фиксатор ФАА (FAA) 
этиловый спирт 70° — 100 частей 

формалин продажный — 7 частей 
ледяная уксусная кислота — 7 частей 
Фиксируют в течение одной недели и более, в 

зависимости от величины объекта. Можно хранить 
материал и более длительное время в этом фикса­

торе, что удобно при сборе материала в экспедици­
онных условиях. По характеру действия на матери­
ал, как и по составу, сходен с фиксатором Чембер­
лена. Универсальный и один из наиболее простых в 
обращении фиксаторов для цитоэмбриологических 
исследований. 

Все перечисленные фиксаторы по характеру 
действия на содержимое клетки принято относить к 
категории ядерных, т. к. они хорошо сохраняют 
тонкие структуры ядра и широко применяются для 
исследования его морфологии и цитохимии. Неко­
торые из них одновременно с ядром достаточно 
хорошо, хотя и в разной степени, сохраняют и 
структуры цитоплазмы (фиксаторы Флемминга, 
Навашина, Модилевского, ФАА). Использование этих 
фиксаторов позволяет получить четкие картины 
структуры внутриклеточного содержимого. 

Правила фиксации 

Фиксация материала, существеннейшим обра­
зом влияющая на сохранность внутриклеточных 
структур, является одним из первых моментов в 
сложной цепи процедур, ведущих к получению 
микроскопического препарата. Ошибки, допущен­
ные при фиксации, не исправляются последующей 
обработкой материала и могут полностью обесце­
нить результаты проведенного исследования. По­
мимо загубленного материала, бесполезно затрачи­
ваются реактивы, труд и время, т. к. недостатки 
обнаруживаются позднее (при резке на микротоме, 
окраске или при микроскопировании препарата). 
Поэтому для успеха в работе, помимо правильного 
выбора фиксатора, необходимо тщательно соблю­
дать правила фиксации: 

1. Выбранный фиксатор должен соответствовать 
цели цитоэмбриологического исследования. 

2. Фиксацию цитоэмбриологического материала 
следует проводить только на месте произрастания рас­
тения. Категорически недопустимо фиксировать зара­
нее сорванный и привезенный в лабораторию материал. 

3. Фиксатор должен быть свежим, сохранять 
свой состав неизменным. Некоторые смеси хранят­
ся долго, другие составляются непосредственно 
перед фиксацией вследствие их нестойкости. 

4. Любая фиксирующая смесь употребляется 
только один раз. 

5. При наличии нескольких вариантов рецепту­
ры одной и той же фиксирующей смеси следует 
предпочесть более слабую концентрацию фиксато­
ра и соответственно удлинить срок его действия на 
материал. 

6. Объем фиксирующей жидкости должен в 
20— 30 раз превышать объем материала, чтобы 
предотвратить сильное разбавление ее соками фик­
сируемого объекта. 

7. Для ускорения проникновения фиксатора в 
объект последний должен быть соответственным 
образом отпрепарирован и расчленен на кусочки 
размером не более 3 — 5 мм. 
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8. Материал не должен плавать на поверхности 
фиксатора. Это наблюдается, когда в объекте есть 
воздух, препятствующий проникновению фиксато­
ра. Показателем достаточного проникновения фик­
сатора служит погружение объекта в жидкость. 
Необходимо максимально удалить воздух из объек­
та. Это достигается интенсивным встряхиванием 
пробирки с фиксатором и объектом, но лучше по­
местить пробирку с материалом под купол вакуум­
ного насоса. 

9. Оптимальная температура фиксации — ком­
натная, т. к. при повышенных температурах во 
внутренних частях фиксируемого кусочка усилива­
ется мацерация. В природных условиях нужно ста­
раться фиксировать материал в тени. 

10. Емкости для фиксации (пробирки, пузырьки 
и др.) — должны быть с хорошо подобранными 
притертыми пробками, при этом для спиртовых 
фиксаторов резиновые пробки непригодны. 

11. На дно емкости для фиксации материала 
нужно положить тонкий слой стеклянной ваты или 
фильтровальной бумаги, чтобы объект со всех сто­
рон смачивался фиксирующей смесью, а не касался 
дна сосуда. 

12. Строго соблюдать рекомендуемое время 
фиксации. 

13. Операцию по фиксации проводить быстро: 
время между отделением фиксируемых частей от 
растения и погружением их в фиксирующую смесь 
должно быть максимально сокращено, чтобы не 
произошло их подсыхания. 

14. Строго соблюдать точное этикетирование 
каждого образца и параллельное ведение ведо­
мости (журнала) с подробной расшифровкой ка­
ждого номера. 

15. Строго соблюдать рекомендуемое время 
промывки материала после фиксатора. 

Процедура фиксации 

Заранее готовят плоскодонные пробирки, пу­
зырьки или бюксы с притертыми крышками. Объем 
емкостей должен позволять произвести фиксацию 
каждого образца в достаточном количестве фикса­
тора. Из плотной бумаги (пергаментная бумага и 
калька непригодны) готовят этикетки размером 
1 — 1,3 х 3,5 — 4 см. На этикетке простым каран­
дашом средней твердости (ТМ, Н, НВ) аккуратно 
пишут порядковый номер фиксации, дату, название 
объекта (латинское или русское), сокращенное на­
звание фиксатора. Этикетки укладывают в емкости 
для фиксации. Одновременно в журнале регистра­
ции фиксаций (ведомости) делают подробную рас­
шифровку каждого номера, который имеется на 
этикетках. Затем составляют фиксатор и разливают 
в емкости с этикетками (спиртовые фиксаторы 
можно приготовить заранее). Быстро обрезают ост­
рым лезвием или тонкими ножницами фиксируе­
мые части растения и бросают их в емкость с фик­
сатором и этикеткой. В случае прилипания объекта 
к стенке емкости его сбрасывают в фиксатор при 

помощи стеклянной палочки. Далее удаляют воздух из 
объекта при помощи вакуумного насоса, закрывают 
образцы пробками и оставляют на время фиксации. 

Способ фиксации для выявления гиф гриба 

Обычно применяют фиксатор следующего 
состава: 

50° этиловый спирт — 90 мл 
ледяная уксусная кислота — 5 мл 
формалин — 5 мл 

ГЛАВА 3. ПРОВОДКА И РЕЗКА МАТЕРИАЛА 

Промывка материала после фиксации 

В состав многих фиксаторов входят токсичные 
вещества, длительное воздействие которых отрица­
тельно сказывается на качестве исследуемого мате­
риала, вызывая чрезмерное уплотнение, хрупкость 
или мацерацию объектов. Поэтому после истечения 
срока фиксации, если фиксирующая смесь не обладает 
консервирующим действием, материал необходимо 
тщательно промыть, чтобы удалить остатки фикси­
рующих веществ. В зависимости от состава фикса­
тора исследуемый материал промывают либо спиртом 
(в случае спиртового фиксатора) соответствующей 
концентрации (такой, как в фиксаторе), либо проточ­
ной водой, если использовался водный фиксатор. 

После применения водных фиксаторов, таких 
как фиксатор Навашина, смесь Флемминга, фикса­
тор Модилевского и др., промывать материал сле­
дует проточной водой от 1 до 4 часов; больше этого 
срока эмбриологический и цитологический материал 
промывать не рекомендуется, т. к. он хуже окрашива­
ется. На скорость и качество промывки материала 
влияет температура воды: в летнее время материал 
промывают 1 — 2 часа, в зимнее — 3 — 4 часа. 

Промывку объектов ведут в специальных ци­
линдриках высотой 4 — 5 см, сделанных из стек­
лянной трубки диаметром 1 — 2 см, обвязанных с 
двух концов марлей. Если нет стеклянных цилинд­
ров, то материал можно поместить в марлевые ме­
шочки или узелки, обвязав их ниткой. Исследуемый 
материал с этикеткой помещают в цилиндрики или 
в марлевые мешочки и опускают в большой хими­
ческий стакан, в который ставят воронку диамет­
ром немногим больше диаметра стакана, и поме­
щают под тонкую струйку водопроводной воды. 
Вода, попадая в стакан через воронку, непрерывно 
промывает материал, вытекая из носика химиче­
ского стакана и через щели между стаканом и во­
ронкой. После промывки исследуемый материал мож­
но хранить продолжительное время в 80° спирте. 

После спиртовых фиксаторов промывку мате­
риала обычно осуществляют при помощи 80° спир­
та, выдерживая эмбриологический и цитологиче­
ский материал в нем в течение 1 — 2 часов. Как 
правило, делают это следующим образом: накры­
вают пробирку или пенициллиновый пузырек ку­
сочком марли и осторожно сливают фиксатор, за-
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тем наливают первую порцию спирта; через 1 — 2 
часа спирт осторожно сливают, затем наливают 
новую порцию, производя таким образом три сме­
ны 80° спирта, после чего исчезает запах уксусной 
кислоты, содержащейся в фиксаторах Карнуа, Чем-
берлена, "уксусном алкоголе" и др. Зафиксирован­
ный материал обычно оставляют на хранение в 80° 
(можно и в 70°) спирте. 

Проводка материала 

Чтобы избежать сморщивания объектов, зафик­
сированных водными фиксаторами, необходимо 
провести постепенное обезвоживание промытого 
материала путем замены воды спиртами возрас­
тающей концентрации. Для этого цилиндры с мате­
риалом и этикеткой помещают в широкогорлые 
банки с притертыми пробками со спиртами возрас­
тающей концентрации. В 10°, 20°, 30° смеси мате­
риал выдерживают по 15 минут, в 40°, 50°, 60° сме­
с и — п о 30 минут, в 70°, 80°, 90°, 96° смеси — по 1 
часу). Число ступеней спиртов и время пребывания 
в каждой зависит от характера материала: чем 
тоньше и нежнее материал, тем желательней более 
плавная смена концентраций. 

После спиртовых фиксаторов для окончательно­
го удаления остатков воды из материала, хранив­
шегося в 80° спирте, его помещают еще в четыре 
спирта: два 96° спирта (материал в них выдержи­
вают по 1 часу) и два 100° (материал выдерживают 
по 1,5 часа). Более длительное пребывание цитоэм-
бриологического материала в 100° спирте нежела­
тельно, т. к. он становится хрупким. Спирт не толь­
ко обезвоживает материал, но и уплотняет его. 
Обезвоживание и уплотнение необходимы для по­
следующей заливки материала в парафин и приго­
товления тонких микротомных срезов. 

Процесс обезвоживания и подготовка материала 
к заливке в парафин называется "проводкой". Осо­
бенность проводки состоит в том, что перемещение 
материала из одной среды в другую должно проис­
ходить постепенно, без резкой смены состава и 
концентрации последующих жидкостей, иначе мо­
жет быть нарушена структура клеток и тканей ис­
следуемого материала. Наиболее употребительна 
следующая схема проводки: материал обезвожива­
ют этиловым спиртом разных концентраций, затем 
спирт заменяют растворителем парафина (обычно 
ксилолом или хлороформом), который впоследст­
вии заменяют парафином. Данная методика доста­
точно универсальна, однако в ряде случаев она мо­
жет приводить к чрезмерному уплотнению клеточ­
ных стенок, которые затем крошатся при резке, а 
также к сильной усадке материала. Такая проводка 
непригодна также для исследования липоидов, по­
скольку общеупотребительные растворители пара­
фина вымывают их из материала. Определенные 
трудности возникают при пропитывании объектов, 
содержащих много слизи, дубильных веществ и 
продуктов их окисления (флобафенов), которые 
обладают сильной водоудерживающей способностью. 

Если материал содержит сильно твердеющие 
при проводке клеточные стенки, Saas (1958) реко­
мендует применять проводку через т-бутиловый 
или н-бутиловый спирт. Для этих же целей может 
быть применена проводка через диоксан, которая 
сокращает количество необходимых операций и не 
вызывает сжатия тканей. Для улучшения результа­
тов в таких случаях Н. А. Наумов и В. Е. Козлов 
(1954) рекомендуют выдерживать материал перед 
обезвоживанием в смеси 60° этилового спирта и 
ледяной уксусной кислоты в отношении 9:1 (для 
особо твердых объектов — 4:1). Для нежных объ­
ектов, а также в тех случаях, когда обезвоживать 
материал нежелательно, может быть применено 
заключение в водорастворимые среды —поли-
этиленгликоль, виниловый спирт, диэтилен-
гликольстеарат и т. п. 

Для успешной проводки нужно стараться, чтобы 
кусочки материала были как можно меньше, чтобы 
реактивы проникали в них быстрее и равномернее. 
Если в материале имеются какие-либо замкнутые 
полости, в которых может находиться воздух 
(например, полости завязи, пыльников и т. п.), сле­
дует перед проводкой нарушить их целостность 
(если это не было сделано раньше), чтобы скопив­
шийся там воздух не препятствовал проникнове­
нию реактивов. Такое же препятствие для химика­
тов могут представлять различного рода склерифи-
цированные слои, поэтому С. Ф. Пономаренко 
(1974) рекомендует нарушать целостность семен­
ной кожуры в нескольких местах. 

Проводка материала через спирт-хлороформ или 
спирт-ксилол 

Для цитоэмбриологических исследований луч­
ше всего использовать парафин, который представ­
ляет собой смесь углеводородов с температурой 
плавления 52 — 56° С. Парафин не смешивается со 
спиртом и водой, но хорошо растворяется в хлоро­
форме, ксилоле, бензоле, толуоле. Для работы хо­
рошо иметь набор парафинов с различной темпера­
турой плавления, из которых можно составить 
нужную смесь. Определить температуру плавления 
парафина можно следующим образом: стеклянный 
капилляр заполняют парафином и привязывают к 
термометру, который погружают в сосуд с медлен­
но нагреваемой водой. Непрерывно помешивая 
воду термометром, следят за ним и состоянием ка­
пилляра. Нужно отметить температуру воды в тот 
момент, когда парафин в капилляре станет про­
зрачным, т. е. расплавится. Это и будет температу­
ра плавления парафина. Рекомендуется повторить 
опыт несколько раз и взять среднюю величину. Го­
могенизированный парафин перед употреблением 
расплавляют и выдерживают в таком состоянии в 
термостате один или несколько дней для того, что­
бы улетучились нежелательные примеси. К туго­
плавкому парафину прибавляют 5 процентов пче­
линого воска. Для хрупких объектов к парафину с 
температурой плавления 54—56° С добавляют, 
кроме воска, 5 процентов стеарина. А. И. Пермяков 
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(1988) рекомендует для пропитывания хрупких 
объектов использовать смесь Альтмана: 

парафин — 85г 
стеарин — Юг 
воск пчелиный — 5г 

От механических примесей парафин освобож­
дают фильтрованием (в термостате) через бумаж­
ный складчатый фильтр. 

После тщательного обезвоживания материала в 
100° спирте его переводят в растворитель парафи­
на, а затем растворитель заменяют чистым парафи­
ном. Важнейшие требования к растворителю: он 
должен хорошо смешиваться со спиртом и одно­
временно растворять парафин, а также легко испа­
ряться при температуре плавления парафина. Хо­
рошим растворителем парафина для мелких объек­
тов (корешки, бутоны) является хлороформ, а для 
крупных — ксилол и бензол. Последние два рас­
творителя не так быстро испаряются, как хлоро­
форм, и поэтому парафин успевает проникнуть 
внутрь этих крупных объектов. Для перевода в па­
рафин готовят три смеси абсолютного спирта с 
возрастающей концентрацией хлороформа: 1) одна 
часть хлороформа и три части 100° спирта; 2) одна 
часть хлороформа и одна часть 100° спирта; 3) три 
части хлороформа и одна часть 100° спирта. Затем 
материал дважды выдерживают в чистом хлоро­
форме (1 и II) . В каждой из этих смесей и в хлоро­
форме материал выдерживают, пока он не погру­
зится или по крайней мере не перейдет во взвешен­
ное состояние. Поскольку хлороформ имеет боль­
шую плотность, при переносе в следующую смесь 
материал опять всплывает. 

Обезвоживание материала и замену спирта хло­
роформом удобно проводить в банках с притерты­
ми крышками или в гистологических стаканах, на 
которые наклеивают этикетки с названиями смесей 
(например: хлороформ-спирт 100° (1:3); хлоро­
форм-спирт 100° (1:1); хлороформ-спирт 100° (3:1); 
хлороформ 1; хлороформ II) . 

Перевод в парафин осуществляют следующим 
образом: материал вместе с этикеткой переносят в 
небольшие фарфоровые тигли с хлороформом, кси­
лолом или другим растворителем парафина, уро­
вень которого на 3 — 4 мм выше уровня материала, 
туда же помещают равный хлороформу объем из­
мельченного парафина. Чтобы растворитель мед­
леннее испарялся, поверх измельченного парафина 
наливают расплавленный жидкий парафин, накры­
вают тигли крышечками и помещают в термостат с 
постоянной температурой 56 — 57°С. Через сутки 
крышечки с тиглей снимают и материал выдержи­
вают несколько суток (от трех до пяти) в термоста­
те до исчезновения запаха растворителя парафина, 
по мере испарения которого материал пропитыва­
ется парафином. 

После полного пропитывания объектов парафи­
ном их вместе с расплавленным парафином и эти­
кеткой разливают в коробочки размером примерно 
3x2x1 см, изготовленные из пергамента или плот­

ной бумаги. Материал равномерно распределяют по­
догретой препаровальной иглой по дну коробочки. 
Этикетку, которая во время всей проводки перемеща­
лась вместе с материалом, укладывают поверх засты­
вающего парафина. Парафин быстро затвердевает и 
образуются так называемые "пряники", содержащие 
внутри исследуемый материал (корешки, бутоны и 
пр.), которые можно хранить неопределенно долгое 
время. Сквозь тонкий слой полупрозрачного пара­
фина хорошо видны исследуемые объекты и их 
легко использовать для дальнейшей работы. 

Если приготовленный таким образом материал 
содержит трудно режущиеся (крошащиеся) участ­
ки, результаты резки можно улучшить, размягчив 
их горячей водой по методу Saas (1958). Для этого 
поверхность блока подрезают до ткани, затем по­
гружают в воду при температуре 35 — 40° С (ниже 
точки плавления парафина) и выдерживают до 12 
часов. Через 12 часов делают пробные срезы. Если 
они неудовлетворительного качества, обработку 
можно повторить. 

Проводка материала через бутиловый спирт 

При использовании бутиловых спиртов матери­
ал фиксируют как обычно. После водных фиксато­
ров и промывки материал доводят до 30° этилового 
спирта, как описано выше, затем помещают в 
смесь, содержащую н-бутиловый спирт, 96° этило­
вый спирт и воду в соотношении 10:20:70 (1), затем 
указанные компоненты смешивают в соотношении 
15:25:60 (2), далее в соотношении 25:30:45 (3), 
40:30:30 (4), 55:25:20 (5), 70:20:10 (6), 85:15:0 (7). 
Далее материал переносят в чистый н-бутиловый 
спирт (2 смены) и затем — в смесь н-бутилового 
спирта с парафином и чистый парафин. 

После спиртовых фиксаторов материал посте­
пенно (понижая концентрацию спирта на 10% каж­
дый час) доводят до 50° этилового спирта, далее 
проводят через ступени 3, 5, 7 указанной серии и 
переводят в парафин. Трудность обращения с 
н-бутиловым спиртом состоит в том, что он пла­
вится при 25,5° С, поэтому проводку необходимо 
вести при повышенной температуре. 

Для третичного бутилового спирта (т-бутанол) 
Saas (1956) предлагает следующую схему провод­
ки: материал доводят до 50° этилового спирта, да­
лее помещают в смеси 96° этилового спирта, 
т-бутанола и воды в соотношении 50:10:40 (1), тех 
же веществ в соотношении 50:20:30 (2), 50:35:15 
(3), в смесь равных частей 96° этилового спирта и 
т-бутанола (4), затем в смесь абсолютного этилово­
го спирта и т-бутанола в соотношении 25:75(5), в 3 
смены чистого т-бутанола. После этого материал 
заключают в парафин. 

Проводка материала через изопропиловый спирт 

S. J. Sam (1983) предлагает проводку через изо­
пропиловый спирт (ИПС). ИПС менее токсичен, 
чем ксилол или хлороформ, не вызывает хрупкости 
одревесневших тканей и не требует применения 
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абсолютного этилового спирта. Материал проводят 
через возрастающие концентрации этилового спир­
та до 80°, затем через смесь равных частей 96° эти­
лового спирта и ИПС, затем через три смеси чисто­
го ИПС с парафином в соотношении по объему 3:1, 
1:1 и 1:3 соответственно. После этого материал 
переносят в чистый парафин и выдерживают в тер­
мостате до испарения ИПС. 

Проводка материала через диоксан 

Проводка через диоксан (диэтилендиоксид) бы­
ла предложена Saas (1958) как быстрый метод 
обезвоживания, не вызывающий плазмолизного 
сжатия тканей и допускающий, в отличие от спир­
тового обезвоживания, менее строгое соблюдение 
продолжительности различных этапов. Диоксан 
смешивается как с водой, вытесняя ее из расти­
тельной ткани, так и с парафином. Материал после 
водных фиксаторов промывают и помещают по­
следовательно в смеси диоксана и воды (1:2) и 
(2:1), затем в 2 смены чистого диоксана. Для неж­
ного материала рекомендуется следующая после­
довательность: смесь диоксана и воды (1:9), (1:3), 
(1:1), (7:3) и 2 смены чистого диоксана. После 
спиртовых фиксаторов Saas (1956) рекомендует 
довести материал до 50° спирта, затем поместить 
его в смесь равных частей диоксана и воды, потом 
в смесь диоксана и воды (2:1) и чистый диоксан. 
Для лучшего пропитьгеания парафином в послед­
нюю ступень рекомендуется добавить 5 — 10% 
ксилола или хлороформа. Если есть сомнения в 
чистоте диоксана, его лучше обезводить. 

Мы, однако, не можем рекомендовать этот спо­
соб для широкого применения, поскольку диоксан 
ядовит и работа с ним требует высокой квалифика­
ции и осторожности. 

Проводка материала через тетрагидрофуран 

S. J. Leuty (1969) предлагает вместо диоксана 
использовать при ускоренной проводке тетрагид­
рофуран. По его методике материал непосредст­
венно после фиксации спиртовыми фиксаторами 
помещают в тетрагидрофуран, находящийся в стек­
лянном сосуде (тетрагидрофуран растворяет пласт­
массы). В течение часа дегидрант сменяют 3 раза. 
При последней смене добавляют растопленный 
парафин, давая ему укрепиться по поверхности. 
Затем проводят материал через парафин по приня­
той методике (Saas, 1958) и дальнейшую обработку 
производят обычным способом. Метод является 
более быстрым по сравнению с бутаноловым и ди-
оксановым, кроме того тетрагидрофуран менее 
ядовит, чем диоксан. 

Проводка материала через метилбензоат 

М. Н. Прозина (1960) описывает способ провод­
ки материала через метилбензоат. Это вещество не 
уплотняет материал и потому пригодно для трудно 
режущихся объектов. При этом материал можно не 

проводить через абсолютный спирт, а сразу из 96° 
спирта переносить в смесь метилбензоата и спирта 
(1:3), затем в смесь равных объемов этих веществ и 
в смесь метилбензоата и спирта (3:1). После этого 
материал переносят в чистый метилбензоат с до­
бавлением парафина, далее — в чистый парафин и 
помещают в термостат при 40° С на 12 — 24 часа 
(3 смены). 

Пропитка материала полиэтиленгликолем. 

Для сильно обводненных тканей, а также для 
тех случаев, в которых полное обезвоживание не­
желательно, W. S. Walker (1959) предлагает ис­
пользовать в качестве среды для заливки полиэти-
ленгликоль. Для проводки необходимы полимеры с 
молекулярными весами 400, 1540 и 4000. 5% рас­
твор полиэтиленгликоля можно использовать также 
в качестве фиксатора. После фиксации и промывки 
материала (если он фиксировался не в полиэти-
ленгликоле) следует проводка последовательно 
через 10%, 15%, 20%, 40% и 50% растворы поли­
этиленгликоля с молекулярным весом 400 по 12 
часов в каждом, затем его помещают в 70% раствор 
полиэтиленгликоля на 24 часа. После этого в рас­
твор добавляют кусочки полиэтиленгликоля с мо­
лекулярным весом 1540 и оставляют на сутки в 
термостате при 37° С. Затем раствор заменяют рас­
плавленной смесью полиэтиленгликоля с молеку­
лярным весом 4000 и молекулярным весом 1540 
(1:5) и помещают в термостат при 56° С. В течение 
суток смесь 2 — 3 раза заменяют на свежую. После 
этого материал выливают в формочки, охлаждают 
и режут на микротоме. 

Для более твердых плохо пропитывающихся па­
рафином клеток (например, палисадных клеток бобо­
вых) R. Holubowich и М. С. Goffinet (1987) предлагают 
следующую модификацию этого метода. 

Зафиксированные обычным способом образцы 
проводят последовательно через 25%, 50% и 75% 
растворы полиэтиленгликоля с молекулярным ве­
сом 1000, затем помещают в чистый полиэтиленг-
ликоль с тем же молекулярным весом, затем — в 
политиленгликоль 1540 и в итоге заключают в 
смесь полиэтиленгликоля 1540 и 4000 в весовом 
отношении 19:1. 

Пропитка материала смесью метил- и бутилме-
такрилата 

Для лигнифицированных тканей, которые плохо 
пропитываются парафином по традиционным ме­
тодикам, G. P. Berlyn (1963) рекомендует использо­
вать смесь на основе метакрилата. Метакрилат лег­
ко пропитывает одревесневшие ткани после про­
питки абсолютным спиртом. Пропитанный матери­
ал помещают для полимеризации в смесь бутилме-
такрилата и метилметакрилата (95:5 по объему) с 
добавлением катализатора. Для большей твердости 
можно увеличить количество метилметакрилата. 
Полимеризация длится 2 дня при 50° С в печи или 
при 42° С в камере Уф облучения. Толщина срезов 
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может быть 6—30 мкм; при резке следует увлаж­
нять блок смесью глицерина со спиртом (1:1). 
Лучше сразу удалять среду со срезов, но можно 
проводить окраску вместе с ней. 

Приготовление парафиновых блоков 

Для резки на микротоме объект необходимо за­
ключить в парафиновые блоки, которые укрепляют 
на деревянных держателях (кубиках) или специаль­
но заливают на них. Держатели размером 
1,5x2x2,5 см готовят из древесины дуба, бука или 
березы и перед употреблением пропитывают рас­
плавленным парафином; на боковую сторону дер­
жателя наклеивают этикетку. Парафиновые блоки 
готовят двумя способами. Первый чаще использу­
ется для заливки крупных эмбриологических объ­
ектов. Из пряника бритвой вырезают кусочек пара­
фина шестигранной формы с объектом внутри и рас­
плавленным парафином прикрепляют его к кубику. В 
таких блоках материал должен быть ориентирован 
определенным образом и окружен со всех сторон сло­
ем парафина толщиной 1 — 2 мм. Лезвием острой 
бритвы блоку придают форму параллелепипеда, грани 
которого параллельны граням держателя. 

Второй способ — "метод закапывания" по 
С. Г. Навашину — используют при заливке мелких 
объектов (корешков и мелких бутонов). Необходи­
мо заранее приготовить для работы спиртовку, 
глазной зонд, парафиновые палочки, этикетки, лез­
вие безопасной бритвы, скальпель, деревянные 
держатели и парафиновый пряник с материалом. 

Парафиновые палочки готовят из парафина с 
той же температурой плавления, что и при пропи­
тывании материала в термостате. В парафин добав­
ляют 5% воска. Расплавленный и отфильтрованный 
парафин разливают в коробочки из пергамента 
длиной 15 см, шириной 10 мм и глубиной 5 — 
8 мм. Коробочки быстро охлаждают в воде, снима­
ют бумагу, а палочки хранят в эксикаторах или кар­
тонных коробках. 

При изготовлении парафиновых блоков мето­
дом "закапывания" на одной из торцевых сторон 
кубика (держателя), покрытой слоем парафина, в 
центре горячим зондом делают небольшое углуб­
ление в парафине и наносят туда каплями жидкий 
парафин с парафиновой палочки, нагреваемой над 
пламенем спиртовки. При этом надо следить, чтобы 
наносимый парафин хорошо слился с парафином, 
покрывающим кубик, иначе парафиновый блок при 
резке на микротоме может отколоться от кубика. 
Высота образовавшейся капли (образовавшегося 
возвышения) должна быть 3 — 4 мм. Исследуемый 
объект выплавляют из пряника с нижней стороны 
нагретым зондом. Когда объект окажется в капле 
жидкого парафина, его переносят на стекло. Обыч­
но выплавляют несколько корешков или мелких 
бутонов. Если корешки имеют неодинаковую дли­
ну, то их выравнивают лезвием бритвы. Иногда 
пряник целиком расплавляют в фарфоровой чашке 
над спиртовкой. Объекты извлекают и сразу зали­
вают в парафиновый блок. 

Монтируют объекты в капле парафина на дере­
вянном кубике. Корешки устанавливают верти­
кально (чехликами вверх) для получения попереч­
ных срезов или укладывают горизонтально 
(параллельно одной из сторон держателя) для изго­
товления продольных срезов. В один блок обычно 
помещают несколько мелких объектов на одном 
уровне. Чтобы перенести корешки со стекла, их 
осторожно сдвигают на край, а потом разогретым 
зондом переносят по одному в предварительно рас­
плавленную центральную часть парафиновой кап­
ли. Подплавляют нагретым зондом парафин вокруг 
объекта, а затем осторожно капают на него рас­
плавленным парафином, стекающим с кончика па­
рафиновой палочки, разогреваемой на спиртовке. 
Перед нанесением каждой последующей капли ре­
комендуется слегка помедлить, чтобы на парафиновом 
возвышении возникла тонкая пленочка застывшего 
парафина, и при соединении капли с возвышением 
немного поддержать ее кончиком палочки. 

Постепенно объекты должны оказаться внутри 
прозрачной парафиновой капли. После затвердения 
парафина держатель с закапанными объектами 
опускают в холодную воду, чтобы устранить неже­
лательную кристаллизацию парафина. После осты­
вания и окончательного затвердения парафина из­
лишек его обрезают лезвием безопасной бритвы, 
придавая блоку форму куба или усеченной четы­
рехгранной пирамиды. Сначала постепенно среза­
ют (состругивают) верхушку блока параллельно 
основанию таким образом, чтобы над объектом 
оставался слой парафина в 2 мм. Затем постепенно 
обрезают излишек парафина с боковых сторон бло­
ка, одновременно придавая ему форму параллеле­
пипеда с гранями, параллельными граням держате­
ля, оставляя вокруг объекта слой парафина в 2 мм. 
После этого блок с заключенными в него объекта­
ми можно резать на микротоме. 

Резка материала при анатомических исследованиях 

Изготовление срезов бритвой вручную и с помо­
щью различных приспособлений 

Для большинства анатомических исследований 
возможна непосредственная резка фиксированного 
материала. Самой простой и не требующей дорого­
стоящего оборудования является резка обыкновен­
ной опасной бритвой. Она широко применяется 
там, где не требуется получения последовательной 
серии срезов, для ориентировочных исследований и 
т. п. Особенно этот способ можно рекомендовать 
при резке не очень твердых (неодревесневших или 
слабо одревесневших) однородных объектов, не 
распадающихся при резке на отдельные части. Та­
кой способ резки позволяет получить не очень тон­
кие (50 — 100 мкм) срезы, вполне пригодные для 
анатомического анализа. Если объект достаточно 
крупный и жесткий (не сгибается при резке), его 
берут в руку, зажимая между большим и указатель­
ным пальцами так, чтобы верхний конец кусочка 
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оказался на уровне указательного пальца, а боль­
шой палец был несколько ниже. Бритву берут в 
другую руку и делают срез одним плавным сколь­
зящим движением. Перед тем, как делать срезы, 
предназначенные для приготовления микропрепа­
ратов, необходимо в нужном участке материала 
выровнять площадку, ориентированную в желае­
мом направлении к оси органа (поперечном, ради­
альном и т. п.). Если объект слишком тонкий и мяг­
кий (листья, молодые корни, тонкие стебли и т. п.), 
можно изготовить оправку из сердцевины бузины, 
корковой пробки, корня моркови, пенопласта и т. п. 
Материал для оправки следует подобрать так, что­
бы его твердость соответствовала твердости объек­
та или была чуть больше. В крайнем случае можно 
использовать клубни картофеля, но следует учиты­
вать, что они содержат множество крахмальных 
зерен, неизбежно загрязняющих срезы. В оправке 
следует вырезать углубление соответственно форме 
объекта таким образом, чтобы он удерживался и 
слегка сжимался, но не сдавливался. Специалиста­
ми-анатомами довольно широко применяются раз­
личные простые приспособления, зажимающие 
объект и плавно перемещающие его вверх при по­
мощи винтовой подачи, а также создающие опору 
для бритвы при резке. Качество среза в очень 
большой степени зависит от опыта исследователя, 
но можно дать несколько общих рекомендаций, 
улучшающих результат. Нужно стремиться к тому, 
чтобы сопротивление объекта было как можно 
меньше. Для этого следует: 1) держать бритву под 
таким углом, чтобы нижняя фаска лезвия скользила 
по срезанной поверхности; 2) стремиться, чтобы 
бритва шла косо по направлению к оси резки и срез 
делался бы как можно более длинным участком 
лезвия; 3) постоянно смачивать объект и бритву, 
чтобы срезы как бы "вплывали" в каплю жидкости; 
4) если срез не круглый, нужно резать вдоль про­
дольной его оси, это уменьшит нагрузку на бритву 
и сделает ее более равномерной. 

Резка материала на микротоме 

Точный лабораторный прибор, предназначен­
ный для получения тонких срезов с различных объ­
ектов, называют микротомом. Тонкие срезы с объ­
ектов, залитых в парафиновые блоки, получают на 
микротомах двух типов: салазочном (или санном) и 
ротационном. Наиболее распространен салазочный 
микротом, у которого нож свободно перемещается 
на салазках, а деревянный держатель с объектом 
прочно укреплен на столике, который может под­
ниматься на определенную высоту при помощи 
микрометрического винта. Одновременно с каж­
дым перемещением ножа осуществляется подача 
объекта на толщину среза. 

В микротоме ротационного типа нож укреплен 
неподвижно острием вверх, а объект движется по вер­
тикали при помощи специального подающего меха­
низма, снабженного часто колесом или рукояткой. 

Кроме описанных двух типов, существует замо­
раживающий микротом, на котором режут объекты 

в замороженном состоянии. С помощью такого 
микротома можно быстро получить срезы, не под­
вергая объект воздействию фиксаторов и спиртов. 
Это позволяет избежать вымывания из срезов раз­
личных химических веществ, в первую очередь 
растворимых углеводов и липидов, что особенно 
ценно при гистохимических исследованиях. Метод, 
однако, неприменим к очень мелким объектам, а 
также очень рыхлым и нежным тканям. Кроме того, 
на замораживающем микротоме трудно получить 
тонкие срезы, а получение непрерывной серии сре­
зов практически невозможно. 

Существует два типа конструкции заморажи­
вающих микротомов: углекислотный и с заморажи­
вающим столиком на полупроводниках. 

В углекислотном микротоме охлаждение объек­
та осуществляется жидкой углекислотой. Столик 
его соединен шлангом с баллоном с жидкой угле­
кислотой. Открывая специальный вентиль, пропус­
кают углекислоту через камеру предметного столи­
ка. Здесь углекислота испаряется, значительно ох­
лаждая поверхность столика и замораживая объект. 
На столик такого микротома в каплю воды поме­
щают объект так, чтобы он был весь покрыт водой, 
и подают к нему углекислоту под давлением. В не­
которых случаях охлаждается углекислотой не 
только столик, но и нож. Сперва объект заморажи­
вают несколько сильнее, чем это необходимо для 
успешной резки. Если при резке объект крошится, 
значит, он переохлажден. Тогда немного выжидают 
и снова делают пробные срезы, которые правильно 
ложатся на лезвие ножа. Если кусочек начал оттаи­
вать, его снова замораживают, пропуская порциями 
углекислоту. 

В полупроводниковом замораживающем столи­
ке для замораживания тканевых блоков использу­
ется термоэлектрический эффект, заключающийся 
в том, что при пропускании постоянного тока через 
полупроводниковый элемент на одном его слое 
происходит поглощение тепла, а на другом — вы­
деление тепла и соответственно повышение и по­
нижение температуры. Нагревающаяся часть сто­
лика охлаждается проточной водой. 

Максимальное снижение температуры происхо­
дит через 7 — 12 минут после подключения столи­
ка к сети (необходимо строго соблюдать последо­
вательность действий, описанную в инструкции к 
столику). Оптимальное замораживание объекта 
достигается через 3 — 4 минуты. 

Изготовление срезов на салазочном микротоме без 
пропитки материала 

С достаточно жесткого гомогенного материала 
можно делать срезы при помощи салазочного мик­
ротома, не подвергая объекты сложным и долгим 
процедурам проводки и пропитки парафином. Этот 
способ дает возможность получить срезы заданной 
толщины (от 15 до 100 мкм) и достаточно высокого 
качества. Кроме того, он пригоден для резки твер­
дых объектов (древесин и т. п.), которые невоз­
можно резать бритвой. 
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Для этого способа резки пригодны рекоменда­
ции, приведенные выше для резки бритвой. Нож 
следует устанавливать под таким углом, чтобы его 
нижняя фаска скользила по срезаемой плоскости 
объекта или составляла с ним по возможности ми­
нимальный угол. Нож в держателе следует устанав­
ливать под возможно большим углом к оси микро­
тома, чтобы срез делался сравнительно длинным 
участком лезвия. Лезвие следует постоянно смачи­
вать, чтобы ни объект, ни срезы не обсыхали: это 
облегчит резку и позволит избежать деформации 
срезов и их разрыва. Смачивать можно водой, но 
она часто собирается на ноже в капли, и не вся ре­
жущая поверхность оказывается смоченной. Наи­
лучшая жидкость для смачивания, на наш 
взгляд, — смесь равных частей спирта, глицерина и 
воды (по объему). Она хорошо растекается по ножу 
и удерживается на нем, а глицерин, входящий в ее 
состав, служит смазкой, облегчающей резку. 

В некоторых случаях (например, при резке дре­
весины) объект можно зажимать непосредственно в 
объектодержатель микротома. Если это невозмож­
но, делают оправку из мягкой древесины, в которой 
вырезают углубление соответственно форме объек­
та. Если объект желательно заключить в более мяг­
кую оправку, например, из пробки или моркови, то 
лучше сделать две оправки — наружную из древе­
сины и внутреннюю, более мягкую, в которую по­
мещается объект. Это позволит придать всей кон­
струкции необходимую для резки на микротоме 
жесткость. Если объект достаточно твердый 
(например, одревесневший стебель), его можно 
приподнять над оправкой на 1 — 2 мм и срезать 
выступающую часть. Если срезы получаются нека­
чественные, то приходится резать вместе с оправ­
кой. В этом случае рекомендуется ее верхнюю 
часть обрезать максимально близко к объекту, что­
бы его окружал лишь тонкий слой древесины. Это 
продлит срок службы ножа от заточки до заточки. 

Могут возникнуть сложности при изготовлении 
оправок для объектов сложной формы (например, 
плодов или семян). В этом случае рекомендуется 
подготовить деревянный кубик, как для резки про­
питанного парафином объекта, поместить на него 
объект, укрепив его основание расплавленным па­
рафином, дать парафину застыть и затем окружить 
весь объект расплавленным парафином, нанося его 
по каплям. Парафин при этом хотя и не проникает в 
объект, но, застывая, образует оправку, точно соот­
ветствующую его форме. Потом объект режут вме­
сте с оправкой. При этом надо учитывать, что при 
толщине среза 15 — 50 мкм обрезанный парафин 
обычно скатывается в тугую трубочку, и от него 
трудно освободить срезы, особенно в том случае, 
если они небольшие. Другой, менее кропотливый 
способ изготовления оправки по форме объекта — 
использование полиуретанового герметика в аэро­
зольной упаковке. Основание объекта следует ук­
репить на деревянном кубике небольшой каплей 
герметика, а затем окружить им весь объект. За­
твердевая, герметик превращается в упругую пени­

стую массу, довольно прочно сцепленную с объек­
том. При резке срезы не скручиваются. 

Для создания оправок, соединяющихся с объек­
том, С. R. Hibben (1968) рекомендует использовать 
полиэтиленгликоль. Карбовакс 4000 разогревают 
до 150 — 200° С в течение 5 минут, затем остужа­
ют в течение 10 — 15 минут в сушильной печи, 
содержащей безводный сульфат кальция. Охлаж­
денный воск вливают в стеклянную цилиндриче­
скую форму высотой 8 мм и диаметром 12 мм и 
продолжают остужать. Сегмент свежего листа 
площадью 5 мм 2 погружают сначала в жидкий, а 
затем в затвердевающий карбовакс таким образом, 
чтобы ткань листа была целиком окружена карбо-
ваксом. Цилиндр карбовакса укрепляют на дере­
вянном блоке, а затем делают срезы толщиной 
10— 40 мкм на микротоме. В дальнейшем карбо­
вакс можно растворить водой. 

В некоторых случаях срезы, изготовленные без 
пропитки материала парафином, могут скручивать­
ся при дальнейшей обработке, что затрудняет ис­
пользование их для изготовления препаратов. 
В. Kukachka (1978) рекомендует в этом случае по­
мещать срезы между двумя предметными стеклами 
и обрабатывать горячей дистиллированной водой в 
течение нескольких часов. 

Г Б. Кедров (1983) предлагает для срезов дре­
весин более быстрый способ. Только что изготов­
ленные срезы помещают верхней стороной вниз на 
вогнутую сторону большого часового стекла и на­
крывают выпуклой стороной другого часового 
стекла меньшего размера. Затем в пространство 
между стеклами вводят воду, нанося ее каплями на 
большее стекло у края меньшего. Когда вода за­
полнит все пространство между стеклами, добав­
ляют еще несколько капель. Затем стекла подогре­
вают, доводя воду до кипения и следя за тем, чтобы 
она не вытолкнула срезы. Через 10—15 секунд ки­
пячение прекращают и срезы остужают. 

Резка на микротоме пропитанного материала 

Последовательность работы на санном микротоме 

Микротом очищают от пыли и парафиновых 
стружек, а движущиеся части смазывают вазелино­
вым маслом. Рядом с микротомом ставят лампу для 
подогревания ножа и блока. Подготовленный ост­
рый нож плоско-вогнутого типа устанавливают так, 
чтобы фаска лезвия была параллельна граням па­
рафинового блока и перпендикулярна направлению 
движения. Во время работы нож вытирают тряпоч­
кой, смоченной в ксилоле. Нож и верхнюю поверх­
ность парафинового блока осторожно сближают. 
Микрометрическим винтом устанавливают необхо­
димую толщину срезов (в микрометрах), которая 
зависит от объекта и цели исследования. Так, для 
подсчета числа хромосом в корешках устанавлива­
ется толщина срезов в 10 — 15 мкм, а при эмбрио­
логических исследованиях — 15 — 25 мкм. После 
этого приступают к резке парафинового блока. Для 
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