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Посвящается светлой памяти нашего учителя 
Марии Николаевны Прозиной 

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 исследования с помощью светового микроскопа. 
Ири современном уровне развития техники световой микроскоп 
Остается наиболее доступным инструментом для изучения расте-
ййй на макро- и микроскопическом уровнях. Немаловажно и то, 

подготовка препаратов для световой микроскопии в боль­
шинстве своем не требует дорогостоящего дополнительного обо­
рудования, что делает ее доступной для широкого круга научно-
Исследовательских и образовательных учреждений. 

В книге описаны также методы приготовления препаратов 
как для самых простых приборов, позволяющих изучать объекты 
в проходящем свете в светлом поле, так и для более дорогих ус­
ложненных оптических систем: поляризационного и флуоресцент­
ного микроскопов и др. 

Справочник содержит основные приемы, используемые при 
микроскопическом изучении растений, описанные в отечесгзен-
ных и зарубежных руководствах, многие из которых стали биб­
лиографической редкостью, а также в отдельных, часто малодос­
тупных публикациях. Большинство методик апробировано, а в 
ряде случаев модифицировано авторами в процессе их многолет­
ней научной работы. Здесь собраны воедино методики анатоми­
ческого, цитоэмбриологического и гистохимического исследова­
ния высших растений, а также способы выявления в тканях выс­
ших растений патогенных и образующих микоризу грибов, бакте­
рий. В справочнике приведены некоторые способы прижизнен­
ных исследований растительной клетки, но основное внимание 
уделено приготовлению временных и постоянных препаратов, без 
которых невозможно обойтись при изучении многих клеточных 
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структур, процессов гаметогенеза и оплодотворения, развития се­
мени, морфогенетической дифференциации и др. 

Описанию конкретных процедур предшествуют теоретические 
обоснования применения тех или иных фиксаторов, способов 
окрашивания и гистохимических реакций. Большое внимание 
уделено экспресс-методам, в том числе люминесцентно-микро-
скопическим, сочетающим в себе простоту с высокой чувстви­
тельностью. При описании той или иной методики дается ссылка 
на первоисточник или на более позднее авторитетное издание. 

Методы электронной микроскопии и количественной гистохи­
мии не вошли в справочник, 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 фундамен­
тальных проблем ботаники (онтоморфогенез растений, их сома­
тическая и репродуктивная эволюция, систематика и филогения). 
Он может быть использован и при решении прикладных проблем 
(селекционная работа, экологический мониторинг окружающей 
среды, экспертиза растительных остатков и т.п.). 

Разнообразие описанных методик дает возможность выбрать 
оптимальную схему подготовки препаратов, соответствующую за­
дачам исследователя, а также может оказать большую помощь в 
подготовке и проведении учебного процесса в высшей школе и 
средних специальных учебных заведениях. 

Авторы глубоко признательны Герману Павловичу Галочке за 
содействие в издании книги. 



ВВЕДЕНИЕ 

Настоящее руководство содержит описание методик микро­
скопического наблюдения как живого, так и фиксированного ма­
териала, способов его обработки при изготовлении временных и 
постоянных препаратов. Приготовление микроскопически* пре­
паратов включает ряд последовательных этапов, число которых 
может быть различно и зависит от поставленных задач. Основные 
из этих этапов следующие: подготовка материала (сбор и фиксация, 
промывка, обезвоживание, заключение в твердую среду и др.), 
изготовление срезов, окрашивание (если в этом есть необходи­
мость), заключение срезов в среду (для временных или постоянных 
препаратов). Фиксации должен предшествовать предварительный 
просмотр под микроскопом живого материала, что позволяет 
выбрать нужную стадию развития, подобрать подходящий фикса­
тор и т.д. 

Особое место в справочнике отводится приготовлению тоталь­
ных препаратов, гистохимическому анализу клетки и выявлению 
ее основных органелл, а также специальным методам обнаружения 
мицелия грибов и бактерий в тканях высших растений. 

Помимо традиционной световой микроскопии описаны спо­
собы наблюдения с использованием поляризационного, фазово-
контрастного и люминесцентного микроскопов. 

Приводятся общие сведения о красителях, фиксаторах и сре­
дах, применяемых в микротехнике, и их подробная рецептура. 



РАЗДЕЛ I 
ПРИЖИЗНЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 
РАСТИТЕЛЬНОГО МАТЕРИАЛА 

Изучение объекта в живом состоянии — способ исследова­
ния, возникший в эпоху зарождения микроскопа и не потеряв­
ший своего значения до настоящего времени: микроскопирова-
ние живых клеток позволяет выяснить их физиологическое со­
стояние, функции, а также реакции на различные воздействия. 
Изучение живых клеток — это и хороший способ проверить пра­
вильность результатов, полученных после фиксации объекта. 

Микроскопирование живого объекта предполагает в качестве 
обязательного условия приготовление препарата временного 
типа; при этом клетки и ткани приходится, как правило, отделять 
от растения и погружать в новую, несвойственную им среду. Хи­
рургическое вмешательство и новая для них среда легко могут 
вызвать нарушения в физиологическом состоянии клеток, поэто­
му главное правило в работе — добиться таких условий приготов­
ления препарата и его последующего микроскопирования, при 
которых нарушение строения клеток и процессов их жизнедея­
тельности было бы минимальным. Необходимость обеспечения 
этих условий ограничивает число объектов, доступных изучению. 

1.1. СРЕДЫ И ОБЪЕКТЫ 
ДЛЯ ПРИЖИЗНЕННЫХ НАБЛЮДЕНИЙ 

1.1.1. ОБЪЕКТЫ ДНЯ ПРИЖИЗНЕННЫХ НАБЛЮДЕНИЙ 

Объекты, которые можно микроскопировать 
в природной среде без предварительного препарирования 
или при незначительном хирургическом вмешательстве 

К этой категории объектов в первую очередь относятся орга­
низмы, обитающие в воде, или их части: одноклеточные водорос­
ли, нитевидные образования конъюгат, зеленые, бурые и красные 
водоросли, гифы растущих в воде грибов, клетки дрожжей, меж­
доузлия харовых водорослей, протонема и однослойные листья 
мхов. 
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Удобны для прижизненных наблюдений также листья водных 
растений, например листья ЕЫеа, состоящие из двух слоев кле­
ток. Молодые листья осторожно отделяют острой бритвой или 
тонкими острыми ножницами и микроскопируют в природной 
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 ножниц, помещают 
в каплю воды на предметном стекле и закрывают покровным 
стеклом, под которое подкладывают с двух сторон небольшие ос­
колки покровного стекла. 

Объекты, которые можно микроскопировать 
только после предварительного препарирования 
или хирургического вмешательства и заключения 
в искусственную среду 

К этой категории объектов относятся клетки и ткани назем­
ных растений, но не любые, а только наименее повреждаемые, 
т.е. те, которые можно легко отделить от растения. Для препари­
рования таких объектов используют три метода: изолирование от­
дельных клеток и тканей (1), изготовление срезов через ткани (2), 
инфильтрирование тканей (3). 

Метод 1. Наиболее доступны для изолирования без повреж­
дений живые клетки мякоти сочных плодов, при созревании 
которых происходит естественный (ферментативный) процесс 
мацерации мягких тканей перикарпия. Клетки легко извлекают с 
помощью препаровальной иглы или пинцета, помещают в каплю 
воды на предметное стекло и накрывают покровным стеклом. 
Чтобы не повредить и не раздавить нежные клетки, под покров­
ное стекло подкладывают осколки покровного стекла или кусоч­
ки фильтровальной бумаги. В качестве объекта можно рекомен­
довать клетки из мякоти плода снежноягодника (Symphoricarpos 
racemosus). 

Таким же удобным объектом могут служить волоски на над­
земных органах растения (листья, стебли, лепестки, тычиночные 
нити), а также корневые волоски. Их отделяют с помощью острой 
бритвы вместе с кусочком поверхностной ткани органа (эпидермы 
или эпиблемы). Классическим объектом считаются волоски тычи­
ночных нитей из бутонов традесканции виргинской. Для препари­
рования выбирают бутон длиной 3—4 мм и срезают основание 
бритвой так, чтобы можно было все органы бутона легко препа­
рировать по отдельности. Тычиночные нити после осторожного 
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отделения пыльников помещают в водопроводную воду, к кото­
рой добавляют каплю раствора сахарозы (или в парафиновое мас­
ло), и накрывают покровным стеклом с подпорками. Волоски 
тычиночных нитей состоят из бочонкообразных клеток, прижиз­
ненное микроскопирование которых позволяет наблюдать струйча­
тое 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 верхняя (внутренняя) эпидерма че­
шуи луковицы репчатого лука (Allium сера). Используют только 
луковицы, находящиеся в состоянии покоя. Верхняя 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, отдель­
ные части (чешуи) которого без затруднения отделяются друг от 
друга. Физиологически чешуи луковицы неравноценны: внутренние 
самые молодые, наружные самые старые. Целесообразно выбрать 
чешую из средней зоны, а в экспериментах, где необходимо обес­
печить сравнимость 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 прорезать чешую насквозь. После этого с каждого квадратика 
с помощью тонкого пинцета легко захватить за край и снять пле­
ночку 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 неизбеж­
но происходит ее натяжение, приводящее к повреждению клеток. 
Небольшое повреждение клеток, проявляющееся в снижении 
структурированности ядер и остановке движения цитоплазмы, 
имеет место и при снятии небольших пленок. Эти повреждения 
носят обратимый характер. Чтобы их устранить, необходимо до 
микроскопирования выдержать снятые пленочки эпидермы на 
поверхности обесхлоренной водопроводной воды в течение 2—3 ч. 
За это время в клетках восстанавливается движение цитоплазмы 
и структура ядра. Чтобы свести к минимуму повреждения при 
снятии эпидермы, чешую луковицы можно предварительно ин-
фильтровать водой. Благодаря массирующему действию пузырь­
ков воздуха связь эпидермы с мезофиллом сильно ослабляется и 
отдельные квадратные участки особенно легко снимаются. Для 
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инфильтрации используют вакуум-эксикатор, соединенный с на­
сосом, или обыкновенный медицинский шприц. Наиболее прост 
и удобен последний способ, предложенный В.Я. Александровым 
(1954). 

Применяется шприц емкостью 10 или 20 см3. Из него выни­
мают поршень, прикрывают пальцем отверстие наконечника и 
наливают немного инфильтруемой жидкости с кусочками тканей. 
Затем вставляют поршень, переворачивают шприц наконечником 
вверх и вдвигают поршень до тех пор, пока весь воздух не вытес-
нится 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 кусочков начинают быстро выделяться пузырьки. Сте­
пень вакуума и скорость его образования можно легко регулиро­
вать по желанию. Через минуту поршень постепенно или сразу 
отпускают, вакуум ликвидируется, и в межклетники устремляется 
окружающая жидкость. Повторяя оттяжку поршня 2—3 раза, уда­
ется получить хорошую инфильтрацию ткани. 

Метод 2. Если изолировать клетки, не повреждая, нельзя, то 
из ткани делают срезы. При изготовлении среза клетки неизбеж­
но повреждаются и отмирают. Поэтому, чтобы в срезе сохрани­
лась хотя бы часть живых клеток, для прижизненных наблюдений 
необходимо делать толстые срезы так, чтобы в их средней части 
сохранилось 2—3 слоя неповрежденных клеток. Последние, одна­
ко, всегда испытывают раневое раздражение. Чтобы уменьшить 
его, необходимо пользоваться острой бритвой и делать срез по 
возможности без надавливания, скользящим движением, смачи­
вая бритву и срез водой. 

Из таких органов растения, как листья, для прижизненных 
наблюдений лучше делать не срезы, а высечки, так как в высеч­
ках ткани повреждаются гораздо меньше. Их можно делать с по­
мощью пробочного сверла или острого лезвия бритвы, положив 
лист на смоченную водой корковую пробку или сложенную в не­
сколько слоев фильтровальную бумагу. 

Вследствие большого содержания воздуха в межклетниках рас­
тительных тканей просматривать под микроскопом срезы или вы­
сечки невозможно, так как они непрозрачны из-за рассеивания 
света пузырьками воздуха. Чтобы устранить эту помеху, необходи­
мо удалить воздух из межклетников и заместить его водой или 
другой жидкой средой, т.е. инфильтровать ткань. После этой опе­
рации кусочки ткани становятся прозрачными и при микроскопи-
ровании можно наблюдать отдельные клетки и их содержимое. 
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Метод 3. Во избежание повреждения клеток и тканей при их 
отделении от растения прибегают к микроскопированию целых 
частей растения, так что исследуемые ткани сохраняют естествен­
ное положение в органе. Этот метод применим только для при­
жизненного исследования тонких объектов, таких, например, как 
лепестки и листья, и в качестве обязательного условия требует 
предварительной инфильтрации объекта любым из вышеназван­
ных способов. 

Если два предыдущих метода используются в основном в ци­
тологических и цитофизиологических исследованиях, то метод 
инфильтрации тканей — преимущественно в анатомии и клеточ­
ной физиологии растений. 

Метода инфильтрации имеют значение не только для подго­
товки объекта к микроскопированию; с их помощью можно вводить 
внутрь тканей желаемые вещества, не повреждая самих тканей. 

1.1.2. СРВДЫ ДЛЯ ПРИЖИЗНЕННЫХ НАБЛЮДЕНИЙ 

Вопрос о среде для прижизненных наблюдений растительных 
клеток является одним из важнейших: среда должна быть без­
вредной. Лучше всего использовать прудовую или водопроводную 
воду, выдержанную в открытой посуде в течение 6—12 ч для 
обесхлоривания. Эти жидкости представляют собой растворы, 
физиологически уравновешенные в отношении солей, их реакция 
близка к нейтральной, что благоприятно для большинства объек­
тов. Для уравновешивания осмотического давления клеток и сре­
ды, в которую они погружены, к воде рекомендуется добавить 
небольшое количество сахарозы (от 0,5 до 3%). 

Дистиллированную воду применять не следует, так как она 
обладает очень высокой кислотностью (рН 5—5,5) и физиологи­
чески не уравновешена (в ней нет растворенных солей, как в во­
допроводной или прудовой воде). Благодаря содержанию следов 
меди и других металлов, часто появляющихся в дистиллированной 
воде при перегонке, она легко вызывает повреждение цитоплаз­
мы. При длительном действии дистиллированная вода является 
сильным ядом для живых растительных клеток. 

Кратковременные прижизненные наблюдения можно прово­
дить в индифферентном парафиновом масле, хорошо сохраняющем 
целостность строения клеток. Однако для более продолжительных 
по времени исследований парафиновое масло не рекомендуется, 
так как прекращение доступа кислорода через масло нарушает 
дыхание. 
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Среды, улучшающие микроскопическое изображение живых 
клеток и тканей. Эпидерма наземных органов растений, как пра­
вило, покрыта слоем кутикулы, которая часто имеет неровный 
рельеф: с бороздками, складками, шипиками и др. Неровность 
кутикулы при микроскопировании эпидермы служит препятстви­
ем, не позволяющим четко видеть внутриклеточное содержимое. 
Для устранения этого препятствия необходимо микроскопирование 
проводить не в воде, показатель преломления которой равен 1,33, 
а в среде, показатель преломления которой близок к показателю 
преломления кутикулы (Александров, 1962). Такая среда, заполняя 
все неровности поверхности кутикулы, оптически гомогенизирует 
ее. Чем ближе показатель преломления среды к показателю пре­
ломления кутикулы, тем более невидимой становится последняя. 
Показатель преломления кутикулы составляет 1,47—1,52. Близким 
показателем преломления обладает вазелиновое масло (л = 1,48), 
а также целый ряд силиконовых масел, показатель преломления 
которых лежит в пределах от 1,47 до 1,53. И вазелиновое и сили­
коновое масла почти не токсичны для растительных клеток; при­
меняя их, можно оптически, а не хирургически устранять мешаю­
щие при микроскопировании скульптурные утолщения кутикулы, 
оболочки и др. 

Кусочки органов после инфильтрации их водой обсушивают 
с поверхности фильтровальной бумагой, помещают в каплю мас­
ла, накрывают покровным стеклом и микроскопируют. В эпидер-
мальных клетках хорошо видно внутриклеточное содержимое. 
При просмотре таких же кусочков в воде виден только рельеф 
кутикулы, внутреннее содержимое рассмотреть не удается. 

1.1.3. МИКРОСКОПИРОВАНИЕ ЖИВЫХ ОБЪЕКТОВ 
В ТЕЧЕНИЕ ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОГО ВРЕМЕНИ 

Прижизненное изучение растительных объектов нередко тре­
бует вести наблюдение в течение нескольких часов и даже дней, 
например наблюдения за прорастанием пыльцевых зерен и рос­
том пыльцевых трубок у высших растений, прорастанием спор 
грибов, ростом мицелия и т.д. В этом случае необходимо создать 
объектам оптимальные для их жизни условия (температура, влаж­
ность, аэрация и др.). В таких случаях микроскопирование объекта 
на предметном стекле под покровным стеклом невозможно и не­
обходимо использовать так называемые влажные камеры (Штруг-
гер, 1953; Юрцев, Пухальский, 1968). Камера должна по своим 
габаритам допускать использование ее на предметном столике 
микроскопа и должна позволять вести наблюдения над объектом 
по возможности со всех сторон. 
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Учитывая малую величину рабочего расстояния большинства 
объективов, особенно больших увеличений, желательно, чтобы 
камера, хотя бы в одном из направлений, имела минимальные 
размеры. Поэтому при использовании объективов с увеличением 
выше 20 нужно, чтобы одна из стенок камеры была сделана из 
покровного стекла. Этому условию наиболее полно отвечают ка­
меры Ранвье и кольца Ван-Тигема. 

Для мелких объектов подходят камеры Ранвье — предметные 
стекла, на которых вышлифованы углубления со сферической по­
верхностью, накрываемые покровным стеклом. Предварительно 
предметное стекло на расстоянии около 1 см от краев лунки про­
мазывается вазелином с помощью стерильной стеклянной палоч­
ки. На него накладывается второе предметное стекло с лункой, 
повернутое верхней стороной книзу, так что вазелин распределя­
ется тонким слоем. Подготовленное таким образом предметное 
стекло накладывается на покровное стекло, на которое предвари­
тельно наносится капля жидкости с объектом. После этого стекло 
переворачивают и покровное стекло окантовывают с помощью 
кисточки смесью расплавленного парафина с канадским бальза­
мом (10:1). 

Камеры Ранвье отличаются от обычных предметных стекол 
большей толщиной и наличием на поверхности сферического уг­
лубления. В силу этих причин они искажают ход лучей при мик-
роскопировании объекта. 

От этого недостатка свободны кольца Ван-Тигема — невысо­
кие стеклянные цилиндрики, изготовленные 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 стерилизацию в автоклаве или су­
шильном 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 
камеры для изучения более крупных объектов и для наблюдения 
за ростом пыльцевых трубок. 

Прозрачность стенок обоих типов влажных камер обеспечи­
вает не только удобство наблюдения, но и возможность культи­
вирования автотрофных организмов при постоянном контроле 
под микроскопом. Наблюдаемые картины развития можно легко 
сфотографировать. 
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Существование культуры на покровном стекле продолжается 
до тех пор, пока в культуральной среде не иссякнут кислород и 
питательные вещества. 

Прижизненные исследования растительных клеток не могут 
дать исчерпывающую картину их строения, так как внутрикле­
точные структуры имеют весьма сходные коэффициенты прелом­
ления света и в силу этого при микроскопировании в живом со­
стоянии с трудом отличаются друг от друга. Для преодоления 
этого недостатка при исследовании живых объектов используют­
ся два приема: употребление специальных оптических устройств 
(фазово-контрастный, темнопольный, флуоресцентный микро­
скопы, поляризационная оптика) и прижизненное окрашивание. 

1.2. ПРИЖИЗНЕННОЕ ОКРАШИВАНИЕ 

Метод прижизненного окрашивания используют для иссле­
дования с 90-х гг. XIX в. Однако и в современной цитологии этот 
способ продолжает играть важную роль. Он позволяет изучать 
микроскопическое строение клеток, химические процессы, про­
исходящие в них, а также физико-химические свойства цитоплазмы 
(Штруггер, 1953; Ромейс, 1954; Роскин, Левинсон, 1957; Миха-
левская, 1975; Ivanov, 1987; Ruzin, 1999; Практикум по..., 2001). 
Именно прижизненное окрашивание клеток и тканей в ряде слу­
чаев обеспечивает одновременное исследование особенностей их 
строения и функционирования. Отношение клеток к прижизнен­
ным красителям, являясь одним из критериев их физиологическо­
го состояния и уровня жизнедеятельности, позволяет выявить ран­
ние функциональные изменения, неуловимые с помощью других 
методических приемов, что выходит за рамки цитоморфологии и 
представляет собой один из основных методов цигофизиологии. 
Широкое применение этого метода оправдано относительной про­
стотой приемов, высокой чувствительностью и возможностью в 
короткий срок получать закономерно повторяющиеся результаты. 

Среди большого числа цитологических красителей лишь неко­
торые способны вызывать окрашивание живой клетки. Такие кра­
сители называются витальными. Они должны удовлетворять по 
крайней мере двум требованиям: обладать минимальной токсично­
стью для структур клетки и способностью проникать в клетку и ее 
структуры через оболочку и цитоплазматические мембраны. 

Другие витальные красители окрашивают только мертвые клет­
ки и, следовательно, могут быть использованы для быстрого опре­
деления жизнеспособности клеток в культуре клеток и в тканях. 
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Наименьшее отрицательное влияние на процессы жизнедея­
тельности клеток оказывают слабые водные растворы красителей. 
Нейтральный красный, метиленовый синий, янус зеленый и т.д. 
составляют восходящий ряд витальных красителей по степени их 
токсичности. Естественно, что чем мельче частицы, тем скорее и 
в большем количестве они могут поступать в клетку. Поскольку 
размеры частиц ряда красителей зависят от степени их разведе­
ния, то лучшие результаты окрашивания получаются при более 
низких концентрациях красителя. Для растительных объектов 
наиболее часто используются концентрации красителей порядка 
1:10 000 и менее. Красители, обладающие повышенной токсич­
ностью, например янус зеленый, разводят еще сильнее, применяя 
растворы 1:20 000 и 1:50 000. 

Из этих двух требований, предъявляемых к витальным краси­
телям, вытекают и некоторые общие правила работы с ними: 

— необходимо использовать только свежеприготовленные 
растворы красителей; 

— красители готовят на водопроводной или прудовой воде; 
такая вода служит наиболее подходящей средой для наблюдения 
живых клеток; на дистиллированной воде можно приготовить ра­
створы более высоких концентраций (1:1000, 1:500), а перед упот­
реблением разбавить водопроводной водой; 

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

— концентрацию растворов красителей необходимо подбирать 
в зависимости от объекта, длительности эксперимента и свойств 
применяемого красителя (токсичность, растворимость и др.); 

— важным условием успешного окрашивания является хоро­
шая аэрация клетки. 

При изучении прижизненно окрашенных клеток существен­
ным моментом является наличие критериев, подтверждающих, 
что клетки живы и в их физиологическом состоянии не произо­
шло патологических изменений. Хорошими критериями служат 
активное движение цитоплазмы, хорошо заметное по перемеще­
нию митохондрий, пластид и включений, а также способность 
клеток к плазмолизу. 

Прижизненное окрашивание применяется для решения следую­
щих задач: 

— для выявления внутриклеточных структур (например, при­
жизненное окрашивание янусом зеленым позволяет идентифици­
ровать митохондрии с помощью светового микроскопа); 

— для изучения закономерностей поступления веществ в клет­
ку, их накопления и выделения, а также характера перемещения 
продуктов обмена между тканями (применяемые красители слу-
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жат экспериментатору в качестве модельных веществ с заведомо 
известными физико-химическими свойствами); 

— для дифференциации морфологически однородных, но 
функционально различающихся клеток (объектами могут быть, на­
пример, клетки нектарников в цветках; морфологически они не­
различимы, но при витальном окрашивании клетки, вырабатываю­
щие нектар, сразу выделяются интенсивной окраской; отражением 
функциональных различий служит также избирательное окрашива­
ние замыкающих клеток устьиц, железистых волосков и др.); 

— для определения физиологического состояния клеток в 
культуре клеток и в тканях, например живые клетки или мертвые; 

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

влиянием различных повреждающих агентов (экспериментальных 
или факторов внешней среды) и патологических процессов. Изу­
чению этих преобразований, объединяемых понятием паранекроз, 
посвящен большой цикл работ Д.Н. Насонова и В.Я. Александро­
ва, 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 перестройки белковых молекул (нарушение 
вторичной и третичной структур белковых молекул, в результате 
которого обнажаются их полярные группы) и как следствие поте­
ря или изменение естественных свойств белков (растворимости, 
гидрофильное™, вязкости, рН и др.). Все это приводит к измене­
нию способности клеточных структур связывать молекулы и ионы 
витальных красителей. Изменение характера прижизненной окрас­
ки используется для выявления субстанциональных изменений 
клеток и тканей. 

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

1.2.1. КРАСИТЕЛИ И ИХ СВОЙСТВА 

Витальные красители представляют собой органические соеди­
нения ароматического ряда. Окраска их зависит от определенных 
групп, называемых хромофорными. По оптическим свойствам все 
используемые красители можно разделить на две группы: краси­
тели для видимого света и флуоресцентные красители, или флуо-
рохромы. Наблюдения клеток, окрашенных флуорохромами, про­
изводят с помощью флуоресцентного микроскопа. 
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Большинство витальных красителей в водных растворах дис­
социировано и представляет собой, таким образом, электролиты. 
По химическим свойствам витальные красители делят на основ­
ные, кислотные и электронейтральные. 

Основные, или катодные, красители. У основных красителей 
хромофорная группа находится при катионе. Когда краситель в 
растворе диссоциирован, окрашивающей частью раствора явля­
ются катионы. Так как при действии электрического тока такие 
красители накапливаются на катоде, то их называют также катод­
ными красителями. Их диссоциация сильно зависит от значения 
рН раствора. Основные красители максимально диссоциированы 
в кислых растворах. При постепенном повышении значения рН 
раствора диссоциация красителя понижается. При щелочной ре­
акции в растворе остаются недиссоциированные молекулы соли 
красителя или основания красителя. Для каждого основного кра­
сителя существует область рН, при которой его диссоциация 
практически равна нулю и краситель существует в виде недиссо-
циированных молекул. Многие основные красители при переходе 
в эту область рН изменяют свою окраску, катионы в таком случае 
окрашены иначе, чем недиссоциированные молекулы красителя. 
Такие красители называют индикаторами. Они могут быть одно­
цветными (когда одна модификация — ионы или молекулы — 
бесцветна, а другая окрашена) или двуцветными (когда обе моди­
фикации имеют резко различную окраску). Из основных красите­
лей наиболее часто употребляют нейтральный красный, метиле-
новый синий, толуидиновый синий и янус зеленый. 

Кислотные, или анодные, красители. Они представляют собой 
соли красителей-кислот. Их хромофорная группа находится при 
анионе. Так как при действии электрического тока они накаплива­
ются на аноде, их называют также анодными. Кислотные красите­
ли обнаруживают обратное по сравнению с основными красите­
лями отношение между диссоциацией и значением рН. В кислых 
растворах они существуют в виде недиссоциированной кислоты 
или в виде молекул соли. При изменении реакции среды в ще­
лочную сторону диссоциация увеличивается, и при щелочных 
значениях рН она достигает своего максимума. Среди этой груп­
пы красителей также имеются одноцветные и двуцветные инди­
каторы. Из кислотных красителей наиболее часто употребляются 
индигокармин, кислый фуксин, эозин и др. 

Можно с помощью простого опыта определить, с какого рода 
красителем мы имеем дело. Для этого на полоску фильтроваль­
ной бумаги наносят каплю раствора испытуемого красителя. Если 
в течение первых секунд краситель и вода распространяются по 
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бумаге с одинаковой скоростью, то перед нами кислотный краси­
тель, так как отрицательно заряженная бумага не может электро­
статически задержать ионы красителя, также имеющие отрица­
тельный заряд. Если же в течение первых секунд капиллярного 
распространения происходит ясное разделение воды и красителя, 
так что последний задерживается, перед нами основной краситель. 

Электронейтральные красители. Некоторые основные и кис­
лотные красители даже в оптимальных областях рН диссоциирова­
ны так слабо, что обнаружить у них действие ионов практически 
невозможно. Такие красители не могут накапливаться электроад­
сорбционным путем, поэтому их можно назвать электронейтраль­
ными. При любом значении рН их окрашивающая способность 
остается постоянной. Пример — родамин В. 

При витальном окрашивании растительных клеток основными 
красителями в близкой к нейтральной среде (рН 6—8) краситель 
накапливается в вакуоли, а цитоплазма и ядро остаются неокра­
шенными. У большинства растительных клеток содержимое вакуо­
лей окрашивается равномерно (диффузное окрашивание), но у 
некоторых растений краситель в вакуолях может отмешиваться в 
виде коацерватных капель (капельное окрашивание) или зернис­
тых скоплений (зернистое окрашивание). 

Кислотные красители почти не окрашивают или очень слабо 
окрашивают живые клетки. Мертвые клетки окрашиваются го­
раздо интенсивнее, чем живые. На этом основано выявление 
жизнеспособных семян и определение их всхожести индигокар-
мином и кислым фуксином, а также определение процента по­
врежденных или мертвых клеток в культуре клеток и в тканях. 

1.2.2. ТЕХНИКА ПРИЖИЗНЕННОГО ОКРАШИВАНИЯ 

Окрашивание проводится путем погружения объекта в ра­
створ красителя, который наливают в часовое стекло или фарфо­
ровый 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 про­
мывают водопроводной водой и в ней производят наблюдения. 

Закрыть покровным стеклом объект нужно непосредственно 
перед микроскопированием, чтобы он не находился лишнее вре­
мя в условиях кислородного дефицита. 

Для разных красителей и объектов время пребывания в ра­
створе сильно варьирует. Обычно окрашивание продолжается 
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10—20 мин, после чего наблюдения могут проводиться в течение 
3—10 мин. Быстро окрашивающиеся объекты, например пыльце­
вые зерна, достаточно выдерживать в растворе красителя 3—8 мин. 

1.2.3. ХАРАКТЕРИСТИКА НЕКОТОРЫХ КРАСИТЕЛЕЙ 
И СПОСОБЫ ИХ ПРИМЕНЕНИЯ 

Нейтральный красный 
Принадлежит к группе основных красителей и в видимом 

свете является двуцветным индикатором. Его молекулы окраше­
ны в желтый цвет и отличаются липофильностью, катионы окра­
шены в малиновый цвет и обладают свойством гидрофильное™. 
Цвет при окрашивании нейтральным красным соответственно 
меняется от малинового до рыжевато-желтого со многими пере­
ходами между ними, обусловленными соотношением ионов и мо­
лекул. В кислой среде при рН 2—6 его диссоциация достигает 
максимума, вследствие чего молекул, окрашенных в желтый цвет, 
остается немного, а образовавшиеся ионы придают раствору ма­
линовый цвет. По мере приближения к нейтральной точке (рН 7) 
уменьшается степень диссоциации красителя, а следовательно, и 
число ионов; возрастает число молекул, и в окраске начинают 
усиливаться желтые тона. В щелочной среде (рН выше 7) нейт­
ральный красный находится в виде молекул и раствор имеет жел­
то-оранжевый цвет. Основание ограниченно растворимо в воде и 
обладает флуоресценцией. 

Среди витальных красителей нейтральный красный наименее 
токсичен и применяется наиболее широко. 

Окрашивание нейтральным красным живых и мертвых клеток 
на примере верхней эпидермы чешуи луковицы лука. Готовят водный 
раствор нейтрального красного в разведении 1:10 000 на водопро­
водной воде (реакция среды близка к нейтральной). На вогнутой 
поверхности чешуи лука лезвием безопасной бритвы делают 
насечки, обозначая стороны двух аналогичных прямоугольных 
участков эпидермы. Пинцетом, осторожно взяв за уголок, быстро 
отделяют их от мезофилла и погружают один из них в раствор 
нейтрального красного, налитый в часовое стекло, другой в абсо­
лютный спирт. 

По окончании окрашивания участок эпидермы вынимают, 
осторожно держа пинцетом за один из углов (это место затем ис­
ключается из наблюдения), и переносят в каплю водопроводной 
воды или этого же красителя на предметном стекле и закрывают 
покровным стеклом. 

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

Зафиксированную спиртом эпидерму промывают водопровод­
ной водой и погружают в раствор нейтрального красного на то же 
время, в течение которого окрашивалась живая ткань. Готовят 
временный 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 ин­
тенсивно окрашиваются. Данная окраска служит надежным спо­
собом распознавания живых и мертвых клеток. 

Значение рН среды раствора красителя для окрашивания нейт­
ральным красным. Готовят раствор нейтрального красного на дис­
тиллированной воде в разведении 1:100. Из этого раствора готовят 
два раствора концентрации 1:10000: один разбавляют дистил­
лированной водой (рН около 5, окраска малиново-красная), дру­
гой — водопроводной (его рН будет около 7, а окраска оранжево-
красная). 

Наливают каждый раствор в часовое стекло и помещают в 
них одинаковые участки эпидермы чешуи лука. Через 6—10 мин 
окрашенные кусочки промывают и готовят из них препараты. 
В соответствии 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, окра­
шенных красителем, приготовленным на дистиллированной воде, 
вакуоли живых клеток, цитоплазма и ядра остаются неокрашен­
ными, тогда как оболочка окрашивается в красный цвет, что слу­
жит показателем накопления в ней катионов. У второго кусочка 
эпидермы, окрашенного красителем, приготовленным на водо­
проводной воде, оболочка, ядро и цитоплазма живых клеток 
остаются бесцветными, а вакуоль дает диффузное красное окра­
шивание, т.е. накопление катионов происходит в вакуоли. 

Таким образом, один и тот же витальный краситель в различ­
ных условиях может по-разному окрашивать живые клетки: величи­
на рН раствора влияет на накопление и распределение красителя 
в различных структурах клетки. 

Избирательное прижизненное окрашивание клеток, содержащих 
дубильные вещества. Готовят раствор нейтрального красного в 
разведении 1:10 000 на водопроводной воде. В качеству объектов 
можно использовать поверхностный срез нижней эпидермы листа 
молодила или лепестки коммелины. Объекты инфильтруют в ваку­
ум-аппарате раствором нейтрального красного в течение 20 мин. 
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При микроскопировании эпидермы молодила накопление 
красителя наблюдается только в клетках, содержащих дубильные 
вещества (в замыкающих и побочных клетках устьиц, а также в 
отдельных покровных клетках эпидермы они отсутствуют). 

Из всех клеток мезофилла лепестка коммелины только в иди­
областах с дубильными веществами наблюдается высокая концен­
трация красителя. Для доказательства наличия дубильных ве­
ществ оба объекта параллельно обрабатывают 5%-м раствором 
бихромата калия. Для этого объекты кладут на предметное стекло 
в бихромат калия и нагревают до кипения, при этом клетки по­
гибают, а бихромат калия дает с клеточным соком, содержащим 
дубильные вещества, грубый коричнево-желтый осадок. Можно 
наблюдать строгий параллелизм между содержанием дубильных 
веществ в отдельных клетках и накоплением ими нейтрального 
красного. 

Эти опыты демонстрируют, что накопление основного краси­
теля происходит вследствие соединения его с дубильными веще­
ствами. 

Избирательное прижизненное окрашивание клеток, обладающих 
повышенной функциональной активностью. Для окрашивания берут 
раствор нейтрального красного в водопроводной воде в разведе­
нии 1:10 000. 

В качестве объектов можно использовать листья Zebrina реп-
dula, которые предварительно разрезают пополам, целые листья 
английского шпината (Rumexpatientia) и вероники (Veronica becca-
bunga), соцветия молочая (Euphorbia gerardiana), плавающие листья 
рогульника (Trapa natans), болотноцветника (Hydrocleis nymphoides) 
и др. 

Объекты инфилыруют при помощи вакуум-аппарата в течение 
10—20 мин раствором красителя, затем промывают водопровод­
ной водой и готовят временные препараты. 

При микроскопировании объектов четко выявляется избира­
тельное прижизненное окрашивание клеток, обладающих повышен­
ной функциональной активностью. В половинках листа Zebrina 
pendula, положенных в водопроводную воду нижней поверхностью 
кверху, при увеличениях х10 и х40 четко заметны окрашенные 
замыкающие клетки устьиц на фоне неокрашенных покровных 
клеток эпидермы. При наблюдении с объективом масляной им­
мерсии (х90) можно видеть, что краситель накапливается в замы­
кающих клетках в виде крупных капель. 

В нижней эпидерме листа шпината уже через 10 мин после 
начала инфильтрации избирательно окрашиваются четырехкле-
точные головки железистых волосков. Краситель накапливается 
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как в оболочках, так и в виде капель в содержимом железистых 
клеток. 

На верхней эпидерме листа Veronica beccabunga находятся 
многочисленные, сидящие на коротких ножках гидатоды, головки 
которых состоят из двух клеток, обнаруживающих очень быстрое 
избирательное окрашивание нейтральным красным. У отдельных 
гидатод можно наблюдать накопление красителя только в одной 
из клеток головки. Хотя обе клетки головки происходят из одной 
инициальной и морфологически неотличимы друг от друга, тем 
не менее различная способность накапливать краситель показы­
вает их физиологическую неравноценность, обусловленную нео­
динаковым функциональным состоянием. 

В соцветиях Euphorbia gerardiana избирательно окрашиваются 
только активно функционирующие нектарники, тогда как моло­
дые, еще не функционирующие, или старые, переставшие функ­
ционировать нектарные железки не накапливают краситель. При­
жизненное окрашивание в данном случае является единственным 
методом, позволяющим выявить физиологическую неоднород­
ность морфологически сходных клеток ткани. 

В эпидерме листьев погруженных и плавающих водных рас­
тений (рогульник, болотноцветник и др.) группы клеток, почти 
не отличающихся морфологически от обычных клеток эпидермы, 
но обладающие особой способностью к поглощению воды и ра­
створенных веществ и называемые гидропотами, легко обнаружи­
ваются вследствие избирательного окрашивания красителем. Как 
оболочки, так и содержимое клеток гидропот поглощают краситель 
с большой скоростью. Избирательное окрашивание гидропот — 
прекрасный пример, иллюстрирующий возможности применения 
метода витальной окраски для выявления функциональной не­
равноценности морфологически сходных клеток ткани. 

Нейтральный фиолетовый 
По характеру действия подобен нейтральному красному: в 

концентрации 0,001% аккумулируется в вакуолях живых клеток, 
тогда как мертвые клетки окрашиваются целиком. 

Метиленовый синий 
Метиленовый синий окрашивает объекты только в синий цвет. 

Как и нейтральный красный, он избирательно концентрируется в 
клетках, содержащих дубильные вещества, с которыми входит в 
химическое соединение. В разведении 1:20 000 в водопроводной 
воде метиленовый синий быстро проникает в корневые волоски 
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(например, Trianea bogotensis), накапливаясь в клеточном соке ва­
куолей в виде зернышек, что объясняется его химическим соеди­
нением с дубильными веществами клетки. 

При отсутствии в клетках дубильных веществ краситель очень 
медленно поступает в клетки, концентрируясь при кислых и ще­
лочных значениях рН только в оболочках клеток. Вакуоли с кле­
точным соком накапливают метиленовый синий только при 
сильнощелочной реакции (рН 11,8—12). Поэтому для окрашива­
ния готовят раствор в концентрации 1:10 ООО на буфере с рН 11,8. 
Объекты (например, кусочки верхней эпидермы чешуи луковицы 
лука) окрашивают в течение 15—20 мин, затем промывают в бес­
цветном буфере и готовят вышеописанным способом временный 
препарат для микроскопирования. 

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

Толуидиновый синий 
Особенность красителя в том, что его ионы окрашены в разные 

цвета: анионы — в синий, катионы — в фиолетовый. Прижиз­
ненно окрашенные клетки и их части тоже приобретают разные 
цвета и оттенки от розовато-фиолетовых до синих со всевозмож­
ной гаммой переходов. Дифференцированная окраска живых кле­
ток толуидиновым синим может рассматриваться как показатель 
разнокачественности и использоваться при сравнении материала. 
Например, окрашивание толуидиновым синим нижней эпидермы 
листа традесканции позволяет выявить различие в цвете, интен­
сивности и характере окрашивания клеток устьичного аппарата и 
клеток эпидермы, отражающее их разнокачественность. Интен­
сивное окрашивание вакуолей замыкающих клеток устьица ука­
зывает на высокий уровень жизнедеятельности, при этом ядро 
видно в виде неокрашенного белого пятнышка; в то же время не­
которые клетки эпидермы пребывают в состоянии пониженной 
жизнеспособности и отличаются некоторой прижизненной окра-
шиваемостыо ядер и цитоплазмы. 

Янус зеленый В 
Янус зеленый занимает особое место среди основных краси­

телей: его используют главным образом для прижизненного окра­
шивания митохондрий. Учитывая его большую токсичность по 
сравнению с перечисленными выше основными красителями, 
употребляют сильно разведенные растворы: от 1:10 ООО до 1:50 ООО. 
Объект (например, верхнюю эпидерму чешуи луковицы лука) по-
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мещают в каплю раствора на предметном стекле и не покрывают 
покровным стеклом, а переносят во влажную камеру на 10—20 мин 
и время от времени контролируют окраску под микроскопом. 
Лишь после приобретения митохондриями интенсивной сине-зеле­
ной окраски препарат закрывают покровным стеклом и, учитывая 
токсичность красителя для клеток, быстро проводят микроскопи-
рование. Мертвые клетки окрашиваются целиком. 

Акридиновый оранжевый 
Акридиновый оранжевый — растворимый в воде основной 

краситель с интенсивной желто-оранжевой собственной окраской — 
является флуоресцирующим индикатором. Растворы акридиново­
го оранжевого в водопроводной воде в концентрации 1:10 000 
флуоресцируют, давая густо-зеленую окраску. Растворы более высо­
кой концентрации (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 мак­
симум интенсивности в сторону длинных волн. 

С помощью окрашивания акридиновым оранжевым можно 
довольно точно отличить живую цитоплазму от мертвой. Для этого 
готовят раствор красителя в водопроводной воде в концентрации 
1:10000 и наливают его в два часовых стекла: в одно помещают 
кусочек живой эпидермы кожицы лука, в другое — аналогичный 
кусочек мертвой эпидермы. Эпидерму убивают нагреванием или 
предварительной обработкой 5%-м раствором соляной кислоты. 
В последнем случае объект промывают дистиллированной водой. 
Время пребывания объектов в красителе 10—15 мин. После этого 
объекты промывают водопроводной водой, обычным путем гото­
вят препараты и исследуют их в синем свете флуоресцентного 
микроскопа. В живых клетках обнаруживается сильная зеленая 
флуоресценция живой цитоплазмы и желто-зеленая живого ядра, 
тогда как вакуоли с клеточным соком вследствие сильного накопле­
ния катионов красителя окрашиваются в красный цвет. В мертвых 
клетках, наоборот, цитоплазма и ядра с большой скоростью связы­
вают и накапливают краситель и дают красную флуоресценцию, 
тогда как вакуоли мертвых клеток остаются неокрашенными. 

Калий-флуоресцин 
Калий-флуоресцин — один из лучших кислотных красителей 

для прижизненного окрашивания цитоплазмы, которая во флуо­
ресцентном микроскопе дает интенсивную зеленую окраску. 
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Для получения окрашивающего эффекта готовят буферный 
раствор красителя в концентрации 1:10 ООО (рН 4). Кусочек верх­
ней эпидермы чешуи лука опускают в раствор. Через 5—10 мин в 
живых клетках наблюдается интенсивная флуоресценция цито­
плазмы и ядра, вакуоли и оболочки остаются неокрашенными. 
Мертвые клетки не флуоресцируют. В низких концентрациях 
(0,0001%) накапливается в вакуолях живых спор грибов. 

Бриллиантовый крезиловый синий (Brilliant Cresyl Blue) 
В концентрации 0,005% хорошо окрашивает вакуоли живых 

клеток дрожжей. 

Эванс синий (Evans Blue) 
Используется в концентрации 0,1% в качестве теста на жиз­

неспособность клеток методом исключения: мертвые клетки окра­
шиваются синим, живые клетки остаются неокрашенными. 

Феносафранин (Phenosafranin) 
Флуоресцентный краситель. Используется в концентрации 

1% на 50 мМ фосфатном буфере, рН 5,8. Тестирует живые клетки 
методом исключения: мертвые клетки, в отличие от живых, флуо­
ресцируют. 

Родамин В 
Флуоресцентный краситель. В растворе красителя в концентра­

ции 0,1—1 мг/мл живые клетки флуоресцируют красным при 
возбуждении зеленым светом. Дает золотисто-желтое свечение 
липоидных структур клетки при возбуждении синим светом. 

Следующая группа реактивов, которые также относят к флуо­
ресцентным красителям, характеризуется особым механизмом окра­
шивания. Под действием ферментов эстераз в живых клетках из 
исходных реактивов освобождается окрашенный продукт, кото­
рый дает свечение при флуоресцентном микроскопировании. 

Флуоресцеиндиацетат, ФДА (Fluorescein diacetate, FDA) 
В 0,01%-м ФДА живые клетки дают яркое желто-зеленое све­

чение при возбуждении синим светом. 

2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorecein 
acetoxymethyl ester (BCECFAM) 

В концентрации 1—20 мкМ лучше удерживается, чем ФДА, 
однако он чувствителен к рН и обладает слабой флуоресценцией 
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в кислых структурах клетки. Может использоваться для определе­
ния уровня рН. 

Calcein AM 
Используется в концентрации 1 мкМ, дает более устойчивое 

свечение живых клеток, чем ФДА, и не чувствителен к уровню рН. 

Carboxyfluorescein diacetate (CFDA) 
Используется в концентрации 0,5 мг/мл. Дает более устойчи­

вое свечение, чем ФДА, не чувствителен к внутриклеточной рН. 
Однако наилучшие результаты получаются при рН 6,2. 

L2.4. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПРОЦИОНОВЫХ КРАСИТЕЛЕЙ 
ДЛЯ ПРИЖИЗНЕННОГО ОКРАШИВАНИЯ 

Проционовые красители (см. с. 257) позволяют отличать живые 
организмы и клетки от мертвых, поскольку они обычно не окра­
шивают неповрежденные живые клетки. Напротив, поврежденные 
и мертвые клетки окрашиваются (Ivanov, 1987). Эти возможности 
полезно использовать для изучения повреждений организмов, 
клеток и тканей. В отличие от обычных красителей проционовые 
красители необратимо связываются с субстратами, поэтому окра­
шенный материал может быть исследован под микроскопом в 
любое удобное время после окрашивания — преимущество, кото­
рое важно в тех областях деятельности, где есть необходимость 
обработки многочисленных образцов. 

В экспериментах с корешками проростков злаков проционо-
вый краситель Brilliant Blue RS был использован для обнаружения 
мертвых и отмирающих клеток после того, как корешки были об­
работаны токсичными реактивами. Краситель выдерживал проце­
дуры фиксации в смеси формалина, спирта и уксусной кислоты 
(10:3:1), обезвоживания и заключения в парафин. Поврежденные 
клетки легко различались в микротомных срезах корня. 

Проционовый желтый Yellow MX4R был успешно использо­
ван для маркировки клеток листа Mimosa pudica, воспринимаю­
щих раздражение после механической стимуляции черешка 
(Ruzin, 1999). 



РАЗДЕЛ II 
ИССЛЕДОВАНИЕ 
ФИКСИРОВАННОГО МАТЕРИАЛА 

Цель фиксации — быстрое прекращение жизненных процессов , 
в объекте с минимальным повреждением исследуемых структур. 
Фиксация анатомического, цитологического или эмбриологического 
материала имеет свою специфику (она будет рассмотрена в соот­
ветствующих разделах), тем не менее можно дать рад общих ре­
комендаций для всех типов материала. Фиксировать следует по, 
возможности свежий материал непосредственно на месте сбора. 
Особенно это важно при цитологических и эмбриологических ис­
следованиях, когда даже небольшое промедление может разру­
шить или сильно изменить исследуемые структуры. 

Следует добиваться по возможности быстрого воздействия 
фиксатора на материал. Для этого необходимо вырезать из расте­
ния кусочки ткани, непосредственно подлежащие исследованию 
(например, из листа вырезать кусочки параллельно средней жил­
ке, при эмбриологических исследованиях выбирать пыльники 
только на нужной стадии развития и т.п.). Следует иметь в виду и 
предполагаемый в дальнейшем способ обработки материала: для 
резки от руки необходимо брать более крупные кусочки, чем для 
резки на микротоме или мацерации. Следует добиваться равно­
мерного действия фиксатора на материал, для чего нужно обеспе­
чить поступление фиксирующей жидкости со всех сторон, в том 
числе и снизу, положив на дно сосуда немного ваты. При всплы-
вании материала необходимо удалить из него воздух при помощи 
вакуумного насоса. Рекомендуется нарушить целостность полос­
тей в объекте (надрезать пыльники, разрезать завязи и т.п.). 

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

НА. Наумов и В.Е. Козлов (1954) классифицируют фиксаторы 
по их Действующему началу, которым может служить спирт, хро­
мовая, пикриновая и осмиевая кислоты, ртутные соединения и 
формалин. 
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Если из фиксированного материала предполагается в даль­
нейшем изготовить тотальные препараты, можно воспользоваться 
фиксатором, сохраняющим зеленую окраску органов (для этой 
цели в фиксатор обычно вводят соли меди). 

ПЛ. ФИКСАЦИЯ МАТЕРИАЛА 
ДЛЯ АНАТОМИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Главная цель такой фиксации — сохранить клеточные обо­
лочки и сделать материал более удобным для резки. При фикса­
ции происходит консервация объекта, а также его уплотнение 
или размягчение в зависимости от желания исследователя. 

11,1.1. РЕЦЕПТЫ НАИБОЛЕЕ УПОТРЕБИТЕЛЬНЫХ 
ФИКСАТОРОВ И КОНСЕРВИРУЮЩИХ ЖИДКОСТЕЙ 

Основой фиксирующих жидкостей для анатомических иссле­
дований является этиловый спирт. Это достаточно универсальный 
фиксатор, пригодный для широкого круга объектов. Фиксаторы 
на основе спирта безопасны, так как не содержат солей тяжелых 
металлов и летучих ядовитых веществ. Однако продажный 96%-й 
спирт для фиксации непригоден, поскольку сильно уплотняет 
ткани, делает их хрупкими и деформирует объект. Поэтому для 
фиксации неодревесневших частей следует брать 70—80%-й спирт. 

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

спирт 96%-й — 94 мл; 
формалин — 6 мл. 

Добавленный в фиксатор формалин является цитоплазмати-
ческим фиксатором, коагулирующим белки, что улучшает конеч­
ный результат, давая более полную картину на срезе. 

В последнее время широкое распространение получил фикса­
тор FAA, который обладает сходным действием, но дает еще бо­
лее четкие картины за счет добавления в смесь уксусной кислоты: 

спирт 96%-й — 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 исчез­
новения запаха уксусной кислоты и поместить в 70%-й спирт. 

Если материал в дальнейшем не предполагается обезвоживать 
и пропитывать парафином, можно воспользоваться для фиксации 
копенгагенской смесью: 
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спирт 96%-й — 13 мл; 
глицерин — 0,5 мл; 
вода — 5 мл. 

Глицерин, введенный в состав фиксатора, способствует раз­
мягчению сильно одревесневших клеточных оболочек, в резуль­
тате чего консистенция материала становится более однородной 
и он легче режется. 

Соли меди, введенные в состав фиксатора, переводят хлоро­
филл в нерастворимую форму, и объекты, зафиксированные та­
ким способом, сохраняют зеленую окраску. 

Для листьев, пораженных грибами, М.Н. Прозина (1960) пред­
лагает воспользоваться фиксатором Гаммалунда: 

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

Консервирующей жидкостью в этом случае является формалин. 
Для водорослей, а также для заростков папоротников реко­

мендуется пользоваться смесью Темпера или смесью Аммана: 
Смесь Темпера 

хлорная медь — 
азотнокислая медь — 
фенол — 
вода — 

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. 

При фиксации растворами, содержащими соли меди, следует 
учитывать, что действуют они довольно медленно, поэтому мате­
риал необходимо выдерживать в них в течение 1—2 недель. 

0,2 г; 
0,2 г; 
1г; 
99 мл. 
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П.1.2. ТРУДНОСТИ, ВСТРЕЧАЮЩИЕСЯ 
ПРИ ФИКСАЦИИ 

Фиксация объектов, содержащих 
большое количество слизи 

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

М.Н. Прозина (1960) рекомендует для фиксации богатых слизью 
тканей использовать насыщенный водный раствор пикриновой 
кислоты, в который добавляют немного глицерина. 

Фиксация твердых объектов 
Для фиксации твердых объектов рекомендуется добавлять- в 

фиксатор глицерин, В большинстве случаев достаточно бывает ис­
пользования копенгагенской смеси (см. с. 27). 

Хорошее смягчающее действие оказывает кипячение твердых 
одревесневших объектов в воде в течение 5—15 мин, однако та­
кой способ годится только для однородного материала (образцы 
древесины и т.п.), так как мягкие части при этом часто мацери-
руются или становятся слишком дряблыми. 

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

Эти три способа хороши тем, что безопасны для исследовате­
ля и не требуют особых мер предосторожности, поскольку смеси 
не содержат ядовитых веществ. 

Для быстрого размягчения древесин L.F. Burkart (1966) реко­
мендует воспользоваться триэтиленгликолем. Куски древесины 
помещают на 20—30 мин в триэтиленгликоль при 120—130°С. 
Многократное использование реактива изменяет его цвет, но это 
не влияет на результат, а при промывке срезов реагент быстро 
вымывается. 

Для хвойных с очень плотной ядровой древесиной необходи­
мо предварительное (в течение нескольких минут) кипячение в 
воде. С целью размягчения древесин твердых пород в триэтилен­
гликоль добавляют 0,2—0,5% фенолсульфокислоты. Так как в 
процессе использования триэтиленгликоль несколько подкисля­
ется (благодаря экстракции лигнина), в добавлении кислоты нуж­
даются только свежие растворы. Операции с триэтиленгликолем 
следует производить в вытяжном шкафу. 
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П.2. ФИКСАЦИЯ ДЛЯ ЦИТОЛОГИЧЕСКИХ 
И ЭМБРИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

И.2Л. ПОДГОТОВКА И ФИКСАЦИЯ МАТЕРИАЛА 

В зависимости от задачи цитоэмбриологического исследова­
ния решается вопрос о том, какие органы растения необходимо 
зафиксировать. Если цель исследования — получение полной 
картины закономерностей строения и развития эмбриональных 
структур данного объекта, то необходимо зафиксировать бутоны 
разного возраста, начиная от самых молодых и кончая распустив­
шимися цветками, а также цветки и плоды на разных стадиях 
развития, вплоть до полного созревания семян. 

Для изучения мейоза при микроспорогенезе фиксируют толь­
ко небольшие бутоны (до приобретения ими окраски), для изуче­
ния пыльцы — пыльники в крупных бутонах и раскрывшихся 
цветках. 

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

Детальное изучение процесса оплодотворения (тип оплодо­
творения, время, протекающее от момента попадания пыльцы на 
рыльце пестика до вхождения пыльцевой трубки в зародышевый 
мешок, а вместе с ней и проникновение спермиев в яйцеклетку и 
центральную клетку зародышевого мешка; время завершения 
процесса двойного оплодотворения и др.) предполагает в каче­
стве обязательного условия проведение темпоральной фиксации. 

Метод темпоральной фиксации, предложенный М.С. Нава-
шиным (1936), представляет собой повременную фиксацию мате­
риала, т.е. фиксацию через определенные промежутки времени, 
величина которых зависит от темпа изучаемого процесса и уста­
навливается опытным путем. Для этой цели крупные бутоны и 
цветки предварительно (до вскрывания пыльников) кастрируют, 
затем производят искусственное опыление, а после этого фикси­
руют завязи через определенные промежутки времени, вначале 
через очень короткие (10—20 мин). Если процесс протекает мед­
ленно, то интервал между фиксациями удлиняют (до 30 мин и 
больше). Помимо установления момента оплодотворения, этот 
метод фиксации позволяет также определить скорость роста пыль­
цевых трубок в тканях пестика, время прохождения фаз развития 
зародыша и др. 

Повременная (темпоральная) фиксация материала без пред­
варительной кастрации цветков применяется эмбриологами более 
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широко, например при изучении биологии развития древесных 
пород для установления времени заложения цветочных почек, 
времени мейоза, развития пыльцы, зародышевого мешка и др. 

Необходимое условие успешной фиксации — свежесть иссле­
дуемого материала. В связи с этим цитоэмбриологическая фиксация 
проводится только на месте произрастания объекта. Если растения 
выращиваются на грядке или в оранжерее, то перед фиксацией 
их необходимо полить, так как при подвядании наблюдается на­
рушение структуры клеток. 

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

При проведении фиксации очень мелкие и молодые бутоны 
погружают в фиксатор, не препарируя. Более крупные бутоны сле­
дует освобождать от цветочных покровов, которые нередко несут на 
себе волоски или покрыты железками, выделяющими эфирные 
масла или смолистые вещества, задерживающие проникновение 
фиксирующих жидкостей во внутренние части бутонов. В связи с 
этим эмбриолога чаще используют спиртовые фиксаторы, которые 
легко вытесняют воздух, растворяют жироподобные вещества, 
благодаря чему быстрее проникают в ткани. Эмбриологический 
материал при использовании водных фиксаторов обязательно, а 
при использовании спиртовых желательно фиксировать с выка­
чиванием воздуха вакуумным 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 скальпелем или бритвой разрезать 
на небольшие кусочки размером не более 0,5 см, учитывая при 
этом пространственную ориентацию органов, и быстро погрузить 
их в фиксатор. 

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

При цитоэмбриологическом исследовании злаков для полу­
чения самых ранних стадий развития цветка и его элементов 
фиксируют весь колос, позднее — отдельные колоски. Перед ко­
лошением и в процессе колошения тонким пинцетом осторожно 
Удаляют колосковые и цветковые чешуи. 

Под фиксацией материала понимается быстрое умерщвление 
объекта, имеющее целью максимально сохранить прижизненную 
структуру составляющих его клеток и тканей, а также не вызвать 
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образования новых структур, несвойственных клетке и называемых 
артефактами. С точки зрения физической химии это достигается 
путем превращения клеточных коллоидов, способных набухать и 
изменять свою форму и объем, в более стойкие неэластичные 
гели. 

Структурные элементы клетки по их отношению к воздей­
ствию фиксаторов можно разделить на несколько категорий. 

• Стабильные структуры — те элементы клетки, которые 
состоят из твердых веществ или необратимых, малоэластичных 
гелей (например, клеточная оболочка). Такие структуры меньше 
всего меняются под действием фиксаторов. 

• Лабильные структуры — остальные компоненты клетки, 
состоящие из обратимых гелей и золей. Они не могут быть за­
фиксированы так, чтобы не произошло существенного изменения 
их коллоидного состояния (отмешивания, коагуляции, сжатия, 
набухания или растворения отдельных фаз) и связанных с этим 
микроскопически видимых изменений. Таково большинство внут­
риклеточных структур, которые в зависимости от природы фик­
сатора в разной степени меняют свою форму и размер. 

• Маскированные структуры выявляются только при фиксации 
в местах, которые в прижизненном состоянии казались бесструктур­
ными и гомогенными. Эти структуры существуют в живой клетке, 
но не видны при обычных способах микроскопирования, так как 
их коэффициент преломления сходен с таковым окружающей 
среды (например, интерфазные хромосомы). Любой фиксатор 
увеличивает различие коэффициентов преломления и тем самым 
позволяет видеть эти структуры на препарате. 

• Латентные структуры прижизненно не существуют, но по­
явление их на фиксированном препарате строго предопределено 
специфическими физиологическими и ультрамикроскопическими 
свойствами живого объекта (например, зернистые и вакуолярные 
образования в цитоплазме). Они могут появляться в нормальном 
цикле жизни клетки или вызываться экспериментально и носят 
обратимый характер. 

Осторожное и критическое отношение к микроструктурам 
препарата из фиксированного материала, т.е. решение вопроса о 
том, существует ли данная структура в клетке или это артефакт, 
вызванный специфическим действием фиксатора, требует от ис­
следователя соблюдения двух условий: необходимости параллель­
ных прижизненных наблюдений для контроля наряду с анализом 
фиксированного материала и использования нескольких фикса­
торов на одном и том же объекте. Если при действии различных 
фиксаторов в одном и том же месте клетки появляются одинаковые 
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образования, то это не артефакт, а реально существующие струк­
туры, относящиеся к одной из вышеперечисленных категорий. 

Требования, предъявляемые 
к цитоэмбриологическим фиксаторам 

• Фиксатор должен уплотнять и закреплять ткань, делая ее 
более устойчивой и способной без заметной деформации перенес­
ти последующую обработку: обезвоживание, заливку, резку на 
микротоме и др. 

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

• Фиксатор не должен делать объект хрупким, ломким, смор­
щивать ткани. 

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

• Фиксатор должен быстро проникать в ткань: медленное про­
никновение фиксатора может вызвать значительные посмертные 
изменения глубоких слоев фиксируемой ткани. Отсюда необхо­
димость по возможности расчленять объект на кусочки незначи­
тельной толщины. 

• Среда фиксатора должна быть не щелочной, а нейтральной 
или слегка подкисленной: большинство применяемых фиксато­
ров способно интенсивно коагулировать содержимое клетки 
только в нейтральной или кислой, но не в щелочной среде; по­
этому рН фиксатора должно быть ниже изоэлектрической точки 
(ИЭТ) тканевых белков, т.е. 4—4,5. 

• Не существует фиксаторов, в равной мере хорошо сохраняю­
щих все категории клеточных структур, клеток и тканей. Поэтому 
в цитоэмбриологических исследованиях используются различные 
фиксаторы. Выбор фиксатора определяется целью исследования, 
характером красителя, используемого при дальнейшей обработке 
материала, видом растения, возрастом растения и характером ис­
следуемой части. При выборе фиксатора следует руководствоваться 
существующими в специальной литературе указаниями, а при от­
сутствии таковых необходимо попробовать несколько и выбрать 
из них наиболее пригодный. 

• Продолжительность фиксации зависит как от свойств выбран­
ного фиксатора, так и от свойств фиксируемой ткани. 
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• Используемые в цитоэмбриологии растений фиксирующие 
растворы, как правило, представляют собой смесь нескольких ре­
активов, каждый из которых обладает односторонним фиксирую­
щим свойством. В качестве компонентов для составления наибо­
лее часто применяемых фиксирующих смесей используются 
спирт, уксусная и хромовая кислоты и формалин, реже — четырех-
окись осмия и перманганат калия. 

И.2.2. ОСНОВНЫЕ СВОЙСТВА РЕАКТИВОВ, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫХ В КАЧЕСТВЕ КОМПОНЕНТОВ 
ДЛЯ ФИКСИРУЮЩИХ СМЕСЕЙ 

1. Этиловый спирт — 70, 96, 100%-й. В чистом виде как фик­
сатор в цитологии и эмбриологии не используется, так как вслед­
ствие сильного обезвоживающего воздействия на содержимое 
клетки вызывает резкое сжатие и сморщивание материала. 

Положительные свойства спирта как фиксатора: быстро про­
никает в ткани, быстро и необратимо свертывает белки, незначи­
тельно нарушая их строение, хорошо уплотняет материал, который 
затем хорошо окрашивается большинством красителей, химичес­
ки нейтральный и относительно индифферентный фиксатор, так 
как не оказывает заметного воздействия на реакционноспособные 
группы и потому употребляется при изучении физико-химичес­
кого состояния клеток. 

Недостатки спирта как фиксатора: у нежных объектов (на­
пример, у меристематических клеток) он не только сжимает со­
держимое клетки, но и деформирует оболочку, делает материал 
ломким, растворяет и экстрагирует жиры и липоиды. 

Недопустимо включение спирта в качестве компонента в 
фиксирующие смеси для аппарата Гольджи и митохондрий. 

2. Уксусная кислота. В чистом виде как фиксатор используется 
редко и только для специальных целей, но входит в состав раз­
личных фиксирующих смесей под названием ледяная уксусная 
кислота (100%-я уксусная кислота, образующая при охлаждении 
кристаллическую массу). Можно использовать и концентриро­
ванную уксусную кислоту, содержащую 4% воды. 

Положительные свойства уксусной кислоты как фиксатора: 
быстро проникает в ткани, хорошо сохраняет форму хромосом, 
поэтому является обязательным компонентом для смесей, ис­
пользуемых для хромосомного анализа, хорошо осаждает нуклеи­
новые кислоты и гистоны ядра, но не фиксирует протеины ци­
топлазмы и, следовательно, увеличивает контраст между ядром и 
цитоплазмой; после фиксации с уксусной кислотой хроматин ядра 
хорошо окрашивается основными красителями, поэтому ледяная 
уксусная кислота входит в состав многих ядерных фиксаторов. 
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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 окрашиванию 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 воде хромового ангидрида — сильного окислителя. Хромовый 
ангидрид представляет собой темноокрашенные кристаллы, гиг­
роскопичные и легко растворимые в воде. 

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

Положительные свойства хромовой кислоты как фиксатора: 
хорошо коагулирует белки, сохраняя детали строения ядра и ци­
топлазмы; служит протравой для многих клеточных структур, 
способствуя их лучшему окрашиванию, уплотняет объект, считает­
ся хорошей составной частью фиксирующих смесей для аппарата 
Гольджи и митохондрий. 

Недостатки хромовой кислоты как фиксатора: при длитель­
ном действии вызывает чрезмерное уплотнение объекта; медлен­
но проникает в объект, поэтому фиксируемые части должны быть 
мелкими; после применения требует тщательной и длительной 
промывки водой для удаления следов хрома, иначе образуется 
осадок, мешающий последующему окрашиванию тканей; после 
фиксации с хромовой кислотой структуры плохо окрашиваются 
кармином. 

4. Формалин. Продажный формалин представляет собой 40%-й 
водный раствор формальдегида, восстановитель. Один из наиболее 
распространенных фиксаторов растительных тканей. Может при­
меняться в чистом виде (в виде 10—20%-х растворов) при некото­
рых цитохимических исследованиях, но обычно используется в 
смеси с другими веществами. 

Формалин всегда содержит в виде примеси следы муравьиной 
кислоты, образующейся на свету. При фиксации она вызывает по­
явление осадка в тканях, повреждает слизистые клетки и серьезно 
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нарушает тонкую структуру цитоплазмы. Чтобы избежать этого, 
необходимо пользоваться нейтральным формалином. Для нейтра­
лизации формалин наливают в темную склянку на слой углекис­
лого кальция (или мела) толщиной в 1—2 см и выдерживают не 
менее суток, периодически взбалтывая. 

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

Положительные свойства формалина как фиксатора: хорошо 
уплотняет ткани, не сокращая их; сравнительно быстро проника­
ет в ткань, поэтому можно фиксировать довольно крупные ку­
сочки (до 0,5 см толщиной); нейтрализует основные группы бел­
ков, делая протеины более кислыми, чем при фиксации спиртом, 
в результате чего протеины, фиксированные формалином, имеют 
особое сродство к основным красителям (базофилия цитоплазмы); 
сохраняет липоиды, жиры и жирные кислоты; хорошо сохраняет 
тонкую структуру цитоплазмы; является компонентом фиксирую­
щих смесей для митохондрий и комплекса Гольджи и хорошей 
консервирующей жидкостью, позволяющей длительно хранить в 
ней объект. 

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

5. Четырехокись осмия (так называемая «осмиевая кислота») — 
сильный окислитель, поступает в продажу в виде прозрачных крис­
таллов, запаянных в стеклянные ампулы по 0,5—2 г. Для фикса­
ции используют 2%-й водный раствор, который готовят, строго 
соблюдая меры предосторожности. В водных растворах осмий 
быстро восстанавливается, особенно в присутствии загрязняющих 
частиц, при этом раствор чернеет и портится. Поэтому для приго­
товления раствора употребляют совершенно чистую дистиллиро­
ванную воду, лучше всего дистиллированную вторично, и стеклян­
ную посуду, вымытую с обезжиривающей смесью (хромпиком) и 
тщательно сполоснутую дистиллированной водой. Учитывая ток­
сичность паров осмия, процедуру проводят в вытяжном шкафу с 
использованием резиновых перчаток. 

П р и г о т о в л е н и е р а с т в о р а . Фабричную ампулу 
обмывают теплой водой, освобождают от этикетки и от 
случайных загрязнений, затем, проведя поперек ампулы 
разрез напильником, но не разламывая ее, ополаскивают 
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спиртом или спиртом с эфиром, после чего бросают в зара­
нее приготовленную также абсолютно чистую склянку из 
темного стекла с заранее отмеренным количеством дистил­
лированной воды. Сильным встряхиванием склянки или с 
помощью чисто вымытой стеклянной палочки ампулу раз­
бивают внутри банки, которую закрывают затем плотно 
притертой стеклянной пробкой. Склянку ставят в темное 
место на несколько часов до полного растворения кристал­
лов. Готовый раствор хранят в темноте, в холодильнике. 

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

Положительные свойства осмиевой кислоты как фиксатора: 
вызывает наименьшие, едва заметные изменения в структуре ядра 
и цитоплазмы; не сжимает клетку при фиксации, сохраняя ее в 
состоянии, близком к прижизненному; это один из немногих фик­
саторов, сохраняющих как жиры, так и липоиды, 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 дей­
ствие фиксации сказывается только на узкой периферической 
зоне объекта, внешние клетки которого легко можно «перефик­
сировать» (они становятся непрозрачными и с трудом окрашива­
ются); один из наиболее медленно проникающих фиксаторов, 
поэтому им можно фиксировать только мелкие кусочки ткани 
(не толще 2 мм); может вызвать почернение объекта, являющееся 
помехой для изучения деталей структуры. В таких случаях нужно 
применить реакцию окисления одним из двух нижеприведенных 
способов, т.е. провести отбеливание срезов. 

О т б е л и в а н и е п е р е к и с ь ю в о д о р о д а . Препараты 
с депарафинированными срезами помещают на 10—60 с в разбав­
ленный раствор перекиси водорода (2 капли 3%-го раствора пере­
киси на 50 мл дистиллированной воды). Затем сразу промывают в 
воде. При более длительном отбеливании (до 5 мин) обесцвечи­
вается комплекс Гольджи. 

О т б е л и в а н и е п е р м а н г а н а т о м к а л и я с щ а в е л е ­
вой к и с л о т о й . Препараты с депарафинированными срезами 
помещают на 30 с в 1%-й раствор перманганата калия и затем на 
30 с в 5%-ю щавелевую кислоту. После этого промывают в про­
точной или часто сменяемой воде. Эта процедура отбеливания 
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способствует более отчетливому окрашиванию митохондрий пос­
ле осмиевых фиксаций. 

6. Бихромат калия. В чистом виде для фиксации непригоден, 
так как вызывает образование артефактов (особенно в ядре). Ис­
пользуется только в составе фиксирующих смесей, особенно часто 
в комбинации с осмиевой кислотой. Двухромовокислый калий — 
сильно окисляющий агент (хотя и более слабый, чем хромовая 
кислота), и его не следует смешивать со спиртом. В соединении с 
формалином он нестоек, поэтому смесь готовится непосредствен­
но перед употреблением, а фиксация ведется в темноте. 

Положительные свойства бихромата калия как фиксатора: 
оказывает сильное фиксирующее действие на липиды (более 
сильное, чем действие формальдегида), с которыми он вступает в 
химическое соединение, и уменьшает таким образом их раство­
римость в органических растворителях; прекрасный фиксатор для 
цитоплазмы и ее структур, особенно для митохондрий. 

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

В состав некоторых фиксаторов могут включаться и другие 
вещества, действующие как растворители: ацетон, хлороформ, 
диоксан, петролейный эфир, изопропиловый спирт и др. 

Перечисленные выше вещества используют в разных сочета­
ниях для приготовления фиксирующих смесей, применяемых для 
цитоэмбриологических исследований. Подбирая различные кон­
центрации компонентов смеси, добиваются наилучшего качества 
фиксации для каждой конкретной цели. 

Растворы фиксаторов готовят или на спирте (спиртовые фик­
саторы), или на дистиллированной воде (водные фиксаторы). 
Спиртовые фиксаторы быстрее проникают в ткани, поэтому ма­
териал в них выдерживают от 30 мин до 12 ч, в зависимости от 
размеров и плотности фиксируемого кусочка. Водные фиксаторы 
значительно медленнее проникают в ткани, поэтому объект дол­
жен 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 фиксации крупных 
объектов или материалов, мало подвергающихся сжатию. Для неж­
ных объектов предпочтительнее применение водных фиксаторов, 
действующих мягко и хорошо сохраняющих структуру клетки. 

Ниже приводится состав и характеристика фиксирующих 
смесей, наиболее часто применяемых в цитологических и эмбрио­
логических исследованиях. 
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IL2.3. ВОДНЫЕ ФИКСАТОРЫ 

Фиксатор Навашина* (10:4:1) 
хромовая кислота, 1%-й раствор — 10 частей; 
формалин, 40%-й раствор от продажного — 4 части; 
ледяная уксусная кислота — 1 часть. 
Фиксирующая смесь после соединения компонентов быстро 

разлагается (формалин окисляется хромовой кислотой), поэтому 
фиксатор готовят непосредственно перед употреблением. 

Фиксацию проводят в течение 24 ч, в темноте, при комнат­
ной температуре. После фиксации требуется тщательная, дли­
тельная (от 2 ч до суток в зависимости от величины и плотности 
объекта) промывка проточной водопроводной водой. 

Фиксатор действует мягко, особенно хорошо сохраняет струк­
туру ядра и хромосом. После фиксатора объекты хорошо окраши­
ваются ядерными красителями. Поскольку фиксатор медленно 
проникает в ткани, крупные эмбриологические объекты (круп­
ные бутоны, цветки, завязи и т.п.) необходимо отпрепарировать и 
разрезать на мелкие части. Для эмбриологических объектов реко­
мендуется также применять вакуумную инфильтрацию: открытые 
емкости с материалом в фиксаторе Навашина помещают в экси­
катор, соединенный с вакуумным насосом, и оставляют на 5 или 
больше минут под вакуумом, чтобы избавиться от пузырьков воз­
духа и тем облегчить проникновение фиксатора. 

Фиксатор Флемминга (боннская смесь) 
хромовая кислота, 1%-й раствор — 25 мл; 
осмиевая кислота, 2%-й раствор — 5 мл; 
ледяная уксусная кислота — 10 мл; 
вода дистиллированная — 60 мл. 

Материал фиксируют 1—2 сут. в темноте, затем промывают в 
проточной водопроводной воде в течение 4—24 ч в зависимости 
от размеров и плотности объекта. 

Считается наилучшим из всех фиксаторов, которыми пользу­
ются в микротехнике. Особенно хорош для изучения структуры 
ядра и хромосом в процессе деления клетки. Многочисленные 
достоинства фиксатора объясняются крайне удачным сочетанием 
свойств веществ, входящих в его состав: действие уксусной кис­
лоты, являющейся преимущественно ядерным фиксатором, до­
полняется действием осмиевой кислоты, проявляющей себя как 
Цитоплазматический фиксатор; хромовая кислота, действующая 
как протрава, способствует поглощению объектом красителя. 

* 10:4:1 — принятое условное обозначение соотношения компонентов ф и к ­
сирующей смеси. 
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Трудность фиксации жидкостью Флемминга в том, что со­
ставные части ее с разной скоростью проникают в ткани, поэто­
му фиксируемые кусочки не должны быть толще 2—2,5 мм. Как 
и при фиксации смесью Навашина, эмбриологический материал 
должен быть тщательно отпрепарирован, расчленен на мелкие 
кусочки и подвергнут вакуумной инфильтрации. 

Фиксатор Модилевского (9:2:2:2) 
хромовая кислота, 1%-й раствор — 9 частей; 
уксусная кислота, 5%-й раствор — 2 части; 
двухромовокислый калий, 5%-й раствор — 2 части; 
формалин, 40%-й раствор от продажного — 2 части. 

Компоненты фиксирующей смеси соединяют непосредственно 
перед фиксацией. Продолжительность фиксации 24 ч в темноте, 
затем следует промывка в проточной водопроводной воде в течение 
суток. 

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

Фиксатор Чиаччио 
двухромовокислый калий, 5%-й водный раствор — 80 мл; 
формалин, 40%-й раствор от продажного — 20 мл; 
ледяная уксусная кислота — 5 мл. 
Фиксируют в течение 1—2 сут с последующим хромировани­

ем в 3%-м растворе двухромовокислого калия в течение 2—3 сут, 
промывкой в водопроводной воде в течение суток и ускоренной 
проводкой до парафина. Хорошо фиксирует липоиды и частично 
жиры. 

Глутаральдегидный фиксатор (McDowell, Trump, 1976) 
Готовится смесь из равных частей 4%-го формальдегида и 1%-го 

глутаральдегида, забуференных с помощью одноосновного фос­
фата натрия до рН 7,2—7,4. 

Приготовленный фиксатор может храниться до использова­
ния в течение 3 мес при 4°С. 

Формальдегидный компонент фиксатора быстро проникает в 
ткань, тогда как медленнее диффундирующий глутараладегид более 
основательно, чем формальдегид, фиксирует и надолго закрепляет 
ее. Объекты (бутоны, цветки, плоды, соцветия и даже небольшие 
растения) можно фиксировать целиком, не расчленяя на фрагмен­
ты. В отличие от большинства традиционно используемых в ци-
тоэмбриологии фиксаторов после глутаральдегидной смеси нет 
необходимости сразу пускать материалов последующую обработку 
(промывка и т.д.): объект может храниться в фиксаторе длитель-
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ное время (до 6 мес) без каких-либо признаков экстракции ядер-
но-цитоплазматического материала. Эта нетрадиционная методика 
фиксации, ранее не использовавшаяся при светооптических иссле­
дованиях растительных объектов и не вошедшая в существующие 
руководства по микротехнике, успешно и неоднократно опробо­
вана авторами в экспериментах по выращиванию растений в ус­
ловиях длительных космических полетов на станции «Мир» (Ве-
селова и др., 1999). 

После фиксации материал промывают буферным раствором 
(три смены по 1,5 ч), затем проточной или часто сменяемой во­
допроводной водой в течение часа и после обычной проводки 
(через спирты) заключают в парафин. 

Фиксатор обеспечивает хорошую сохранность внутриклеточ­
ных структур и при использовании различных комбинированных 
окрасок, применяемых в цитологии и эмбриологии, позволяет 
получить четкие картины строения клеток при микроскопировании. 
Хорошие результаты получаются и при проведении цитохимических 
реакций (реакция Фёльген—Шиффа на ДНК, реакция ШИК на 
полисахариды, реакции на ферменты и др.). 

П р и г о т о в л е н и е ф о с ф а т н о г о буфера, рН 7,4. Готовят 
М/15 растворы: 11,876 г Na2HP0 4

e2H 20 в 1 л дистиллированной 
воды и 9,078 г КН 2 Р0 4 в 1 л дистиллированной воды. Исходные 
растворы соединяют в соотношении 8:2. 

II.2.4. СПИРТОВЫЕ ФИКСАТОРЫ 

Фиксатор Карпу а (6:3:1) 
этиловый спирт, 96%-й (100%-й) — 6 частей; 
хлороформ — 3 части; 
ледяная уксусная кислота — 1 часть. 

Один из наиболее широко используемых в цитологической и 
эмбриологической практике спиртовых фиксаторов. 

Продолжительность фиксации от 2 до 12 ч (можно оставить 
на ночь, но в холодильнике). После фиксации материал промыва­
ют в трех сменах 96%-го спирта по 30 мин в каждой до исчезнове­
ния запаха уксусной кислоты, затем переносят в 80%-й спирт и 
хранят в холодильнике до использования. 

Достоинство фиксатора — способность быстро проникать в 
ткани, поэтому им можно фиксировать крупные эмбриологические 
объекты, часто имеющие опушение и восковой налет, характерный 
Для многих растений. Однако действие фиксатора значительно 
грубее, чем у водных фиксаторов. У нежных и мелких объектов 
происходит съеживание содержимого клеток, а иногда и дефор­
мация оболочек, усиливающаяся при длительном воздействии, 
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к тому же объект становится слишком твердым и хрупким. Поэтому 
материал выдерживают в фиксаторе не дольше, чем это необходи­
мо для его полного пропитывания. При толщине объекта 1—2 мм 
время фиксации составляет около 2 ч, при толщине 3—5 мм — от 
3 до 6 ч. 

Хорош как ядерный фиксатор, а также применяется для эмб­
риологического материала в тех случаях, когда необходимо полу­
чить общую картину содержимого клеток и структуры ядра. После 
этого фиксатора материал хорошо окрашивается ядерными кра­
сителями. 

Фиксатор Кларка (3:1), или уксусный алкоголь 
этиловый спирт, 96%-й — 3 части; 
ледяная уксусная кислота — 1 часть. 

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

Уксусный алкоголь — ядерный фиксатор, широко применя­
ется в цитологических исследованиях при изготовлении давленых 
препаратов для проведения 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 комнатной темпера­
туре, затем заливают свежим фиксатором и хранят в холодильнике 
до анализа. Перед работой материал промывают тремя порциями 
96%-го спирта. 

Фиксатор применяют для изучения хромосомных аберраций 
и мейоза на давленых препаратах, т.е. для фиксации молодых ко­
решков и пыльников соответственно. 

I Компоненты фиксатора ядовиты (диоксин), поэтому процедуру 
I фиксации нужно проводить под тягой и в резиновых пернатках\ 

Фиксатор Бродского, сокращенно ФСУ (3:1:0,3) 
формалин продажный — 3 части; 
этиловый спирт, 96%-й — 1 часть; 
ледяная уксусная кислота — 0,3 части. 
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Продолжительность фиксации корешков 1—1,5 ч, максимум 
6 ч. После фиксации следует промывка в трех сменах этилового 
спирта. 

Фиксатор используется для цитохимических исследований, 
хорошо сохраняет РНК. 

Фиксатор Чемберлена (18:1:1) 
этиловый спирт, 70%-й — 90 частей; 
формалин продажный — 5 частей; 
ледяная уксусная кислота — 5 частей. 

Материал выдерживают в фиксаторе 12—16 ч (материал в 
фиксаторе можно оставить на длительное хранение), затем следу­
ет промывка тремя сменами 70%-го этилового спирта по 30 мин 
каждая. 

Фиксатор (почти универсальный) используется в цитологи­
ческих и эмбриологических исследованиях. Он быстро проникает 
в крупные эмбриологические объекты, после него материал хоро­
шо окрашивается ядерными красителями. По своему действию 
фиксатор Чемберлена занимает промежуточное место между фик­
саторами Карнуа (мягче) и Навашина (грубее). 

Фиксатор ФАА (FAA) 
этиловый спирт, 70%-й — 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 фиксаторе, что удобно при сборе материала в экс­
педиционных условиях. По характеру действия на материал, как 
и по составу, сходен с фиксатором Чемберлена. Универсальный 
и один из наиболее простых в обращении фиксаторов для цито-
эмбриологических исследований. 

Фиксатор для выявления гиф гриба 
Обычно применяют фиксатор следующего состава: 

этиловый спирт, 50%-й — 90 мл; 
ледяная уксусная кислота — 5 мл; 
формалин — 5 мл. 

Все перечисленные фиксаторы по характеру действия на со­
держимое клетки принято относить к категории ядерных, так как 
°ни хорошо сохраняют тонкие структуры ядра и широко приме­
няются для исследования его морфологии и цитохимии. Некото­
рые из них одновременно с ядром достаточно хорошо, хотя и в 
Разной степени сохраняют и структуры цитоплазмы (фиксаторы 
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Флемминга, Навашина, Модилевского, ФАА). Использование 
этих фиксаторов позволяет получить четкие картины структуры 
внутриклеточного содержимого. 

П.2.5. ПРАВИЛА И ПРОЦЕДУРА ФИКСАЦИИ 

Фиксация материала, существеннейшим образом влияющая 
на сохранность внутриклеточных структур, является одним из 
первых моментов в сложной цепи процедур, ведущих к получе­
нию микроскопического препарата. Ошибки, допущенные при 
фиксации, не исправляются последующей обработкой материала 
и могут полностью обесценить результаты проведенного исследо­
вания. Помимо загубленного материала, бесполезно затрачивают­
ся реактивы, труд и время, так как недостатки обнаруживаются 
позднее (при резке на микротоме, окраске или при микроскопи­
ровании препарата). Поэтому для успеха в работе, помимо пра­
вильного выбора фиксатора, необходимо тщательно соблюдать 
правила фиксации: 

• Выбранный фиксатор должен соответствовать цели цитоэмб-
риологического исследования. 

• Фиксацию цитоэмбриологического материала следует про­
водить только на месте произрастания растения. Категорически 
недопустимо фиксировать заранее сорванный и привезенный в 
лабораторию материал. 

• Фиксатор должен быть свежим, сохранять свой состав неиз­
менным. Некоторые смеси хранятся долго, другие составляются 
непосредственно перед фиксацией вследствие их нестойкости. 

• Любая фиксирующая смесь употребляется только один раз. 
• При наличии нескольких вариантов рецептуры одной и той 

же фиксирующей смеси следует предпочесть более слабую кон­
центрацию фиксатора и соответственно удлинить срок его дей­
ствия на материал. 

• Объем фиксирующей жидкости должен в 20—30 раз превы­
шать объем материала, чтобы предотвратить сильное разбавление 
ее соками фиксируемого объекта. 

• Для ускорения проникновения фиксатора в объект послед­
ний должен быть соответственным образом отпрепарирован и 
расчленен на кусочки размером не более 3—5 мм. 

• Материал не должен плавать на поверхности фиксатора. 
Это наблюдается, когда в объекте есть воздух, препятствующий 
проникновению фиксатора. Показателем достаточного проникно­
вения фиксатора служит погружение объекта в жидкость. Необ­
ходимо максимально удалить воздух из объекта. Это достигается 
интенсивным встряхиванием пробирки с фиксатором и объектом, 
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но лучше поместить пробирку с материалом под купол вакуумно­
го насоса. 

• Оптимальная температура фиксации комнатная, так как 
при повышенных температурах во внутренних частях фиксируе­
мого кусочка усиливается мацерация. В природных условиях 
нужно стараться фиксировать материал в тени. 

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

• На дно емкости для фиксации материала нужно положить 
тонкий слой стеклянной ваты или фильтровальной бумаги, чтобы 
объект со всех сторон смачивался фиксирующей смесью, а не ка­
сался дна сосуда. 

• Строго соблюдать рекомендуемое время фиксации. 
• Операцию по фиксации проводить быстро: время между от­

делением фиксируемых частей от растения и погружением их в 
фиксирующую смесь должно быть максимально сокращено, чтобы 
не произошло их подсыхания. 

• Строго соблюдать точное этикетирование каждого образца 
и параллельное ведение ведомости (журнала) с подробной рас­
шифровкой каждого номера. 

• Строго соблюдать рекомендуемое время промывки материала 
после фиксатора. 

П р о ц е д у р а ф и к с а ц и и 
Заранее готовят плоскодонные пробирки, пузырьки или бюксы 

с притертыми крышками. Объем емкостей должен позволять 
произвести фиксацию каждого образца в достаточном количестве 
фиксатора. Из плотной бумаги (пергаментная бумага и калька не­
пригодны) готовят этикетки размером 1—1,3 х 3,5—4 см. На эти­
кетке простым карандашом средней твердости (ТМ, Н, НВ) акку­
ратно пишут порядковый номер фиксации, дату, название объекта 
(латинское или русское), сокращенное название фиксатора. Эти­
кетки укладывают в емкости для фиксации. Одновременно в жур­
нале регистрации фиксаций (ведомости) делают подробную рас­
шифровку каждого номера, который имеется на этикетках. Затем 
составляют фиксатор и разливают в емкости с этикетками (спир­
товые фиксаторы можно приготовить заранее). Быстро обрезают 
острым лезвием или тонкими ножницами фиксируемые части рас­
тения и бросают их в емкость с фиксатором 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. 


