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Введение 

В современном естествознании морфологические исследования 

используют наиболее наглядные методы оценки подлинного состояния 

органов и клеток биологических объектов, позволяя непосредственно 

наблюдать изучаемые структуры на различных уровнях организации живой 

материи. 

Гистологическое исследование считается высокоточным способом, 

позволяющим оценить состояние и структуру совокупности клеток, 

подтвердить или поставить верный диагноз и проконтролировать 

эффективность терапии. В современных широкомасштабных научных 

проектах, в которых помимо прочих применяется комплекс морфологических 

методов, гистологические исследования могут являться плацдармом для 

целенаправленного проведения электронно-микроскопических исследований, 

так как благодаря более широкому обзору выявляют необходимые зоны 

просмотра изучаемого объекта на уровне ультраструктур. 

В свою очередь электронная микроскопия считается одним из наиболее 

эффективных и универсальных методов исследования биологических 

ультраструктур. За более чем восьмидесятилетнюю историю выявлены детали 

строения прокариотических и эукариотических клеток, а также неклеточных 

форм жизни: плазматической мембраны, цитоскелета, рибосом, митохондрий, 

эндоплазматической сети, нуклеоида, субъединиц в белковых оболочках 

вирусов и т.д. 

С появлением новых приборов и методик морфологические исследования 

не утратили своей актуальности – напротив, сфера их приложения в биологии, 

медицине и ветеринарии только расширилась. В сочетании с 

цитохимическими и иммуноцитохимическими исследованиями, 

рентгеноструктурным анализом, повышением возможностей компьютерных 

технологий – световая и электронная микроскопия позволяют судить не 

только о строении, но и о функциях структурных элементов у клеток и 

неклеточных форм жизни. 

Именно поэтому современные программы компьютерной обработки 

полученной информации расширяют возможности не только в скорости 

разноплановой визуализации объекта, но и в статистической обработке 

морфометрических параметров, на подтверждении достоверности сходства 

или различия которых базируются выводы о действительной степени сходства 

или различия исследуемых объектов. 

Несмотря на наличие относительно большого количества публикаций в 

области морфологии биологических структур, ряд затрагиваемых в них 

вопросов требует периодического пересмотра и обновления, прежде всего, 

касающихся усовершенствования техники и увеличения мобильности 

проведения исследований в связи с появлением и постоянной модернизацией 

их технического и программного обеспечения. В ряде случаев требуется и 

напоминание о классических методиках, утративших значение в силу своей 

трудоёмкости на определённых этапах развития морфологических 



6 

исследований, но вновь становящихся актуальными с повсеместным 

внедрением цифровых технологий. 

Таким образом, основными задачами, стоящими перед авторами данного 

инструктивно-методического пособия, явились актуализация данных о 

методиках проведения исследований, а также разбор теоретических 

принципов получения достоверных выводов на их основании. 
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1. Световая и электронная микроскопия 

1.1. Принципы работы светового микроскопа 

Научная диагностика биологических образцов проводится с помощью 

разнообразного оборудования; одним из таких приборов является оптический 

микроскоп. Исследования в биологии, которые проводятся с помощью 

данного прибора и сопряжены с наблюдением объекта при его многократном 

увеличении, называются микроскопией. 

Дело в том, что для более детального изучения морфологии изучаемых 

структур необходимо бывает максимально подробно и чётко их рассмотреть, 

но глаз человека – инструмент, недостаточно совершенный для наблюдения 

микромира. Глаз необходимо «усилить» специальным инструментом –

микроскопом, качество которого при решении этой задачи зависит от 

разрешающей способности микроскопа (минимального расстояния, на 

котором две соседние точки воспринимаются как отдельные).  

Оптические микроскопы используют диапазон видимого излучения 

(свет). Максимальное разрешение таких микроскопов не может быть больше 

половины длины волны используемого излучения (так называемого 

«эталонного» – обеспечивающего одинаковую засветку всех просвечиваемых 

лучом элементов). При использовании видимого света (с длиной волн от 260–

280 нм до 750 нм) разрешение составляет от 130 до 350 нм с максимальным 

возможным увеличением от 100 до 2000 раз. 

В оптическом микроскопе два основных элемента – объектив и окуляр, и 

самые простые микроскопы исторически состояли только из них. В таких 

микроскопах достигаемое увеличение равно произведению увеличений 

объектива и окуляра (при добавлении дополнительных линз это число нужно 

будет домножать на увеличение добавленной линзы). Объектив и окуляр 

могут быть закреплены в тубусе. Движение тубуса осуществляется при 

помощи регулировочных винтов (макро- и микровинт) по подвижной 

механической системе относительно предметного столика, на котором 

осуществляется фокусировка оптических лучей (рис. 1.1).  
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Рисунок 1.1. Устройство оптического микроскопа: 1 – окуляр; 2 – тубус; 

3 – объектив; 4 – предметный столик; 5 – конденсор; 6 – зеркало 

 

Наблюдают за изображением через окуляр (увеличение указывается на 

самом объективе; обычно не превышает 20×); у разных объективов может 

может различаться также ширина поля зрения (фактически – различный 

угловой размер видимого изображения). Широкопольные объективы 

обозначается маркировкой «W» (обычно более широкое поле зрения считается 

лучшим). При наблюдении препарата в микроскопе глаз не должен находиться 

слишком близко или слишком далеко от объектива – расчётное расстояние от 
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глаза наблюдателя до окуляра, необходимое для лучшего наблюдения, 

называется выносом зрачка (обычно составляет 5–20 мм). 

Длина тубуса микроскопа обычно составляет 160 мм (измеряется от 

посадочного места объектива до верхнего среза тубуса). В верхней части 

тубуса крепится окуляр (либо один из вариантов фотоприёмника – например, 

USB-камера), в нижней – объектив (либо револьверное устройство с 

несколькими объективами, что позволяет сменять объективы простым 

поворотом). 

Видимое изображение проецируется линзами объектива (рис. 1.2.). В 

силу того, что искажения изображения, создаваемые объективом, будут 

увеличены окуляром, требования к качеству объектива выше, чем к окуляру. 

Чтобы выбрать объектив, подходящий к данному конкретному 

микроскопу, а также соответствующий задачам исследования, необходимо 

учесть при выборе ряд важных нюансов. К счастью, большинство 

необходимой информации производители как правило указывают на самих 

объективах (в виде специальной маркировки) или в сопроводительных 

документах к ним. 

Резьба крепежа объектива для микроскопа регламентируется различными 

стандартами (ГОСТ 3469-91, ISO 8038-85 и др.), где закреплено использование 

дюймовой резьбы с основными характеристиками: диаметр – 4/5", шаг – 1/36" 

угол профиля – 55°; также в стандартах прописаны и другие их 

характеристики. За счёт этого объективы микроскопов взаимозаменяемы. 

Свободное расстояние от объектива до изучаемого объекта называется 

рабочим расстоянием (чем больше увеличение объектива, тем меньше рабочее 

расстояние). 

  

 

Рисунок 1.2. Объектив. Слева – общий вид, справа – продольный разрез 

через систему линз 
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На корпусе указывается номинальное увеличение, а через дробь – 

значение апертуры. Апертура – это характеристика разрешающей 

способности, от которой зависит глубина резкости (толщина слоя препарата, 

где объекты видны чётко): с увеличением апертуры глубина резкости падает. 

Объективы с переменной апертурой обозначаются «I» или «Iris» (такие 

объективы оснащены регулируемой диафрагмой). 

 

Оптическая система объектива может быть скорректирована для 

различных условий применения (с учётом факторов, вносящих искажения); 

каждому типу коррекции, как правило, соответствует особая маркировка. 

Объектив может быть скорректирован на длину тубуса и на толщину 

покровного стекла – эти характеристики обозначаются парой через косую 

черту. Обычно это 160/0.17 (тубус микроскопа 160 мм, покровное стекло 0,17 

мм). Толщина покровного стекла почти всегда составляет 0,17 мм, так как это 

ГОСТовский стандарт, но иногда встречаются окуляры с коррекцией 1,2 – это 

значит, что объект предполагается рассматривать через предметное стекло 

(чашку Петри, колбу и т. п.) – например, в инвертированном микроскопе 

(объект рассматривают снизу); если коррекция на толщину стекла отсутствует, 

маркировка будет «0» или «–». Вместо первой цифры довольно часто можно 

увидеть знак бесконечности (∞) – это значит, что объектив делает попадающие 

в него лучи света параллельными («корректирует на бесконечность»). Такие 

объективы можно использовать без окуляра – например, когда изображение 

передаётся в фотокамеру; для комфортного использования такого объектива 

совместно с окуляром нужна дополнительная линза, которая бы фокусировала 

лучи перед ним).  

Различные искажения цвета, возникающие при прохождении света сквозь 

линзы называются хроматические аберрации. Вследствие физических 

особенностей оптики такие искажения являются типичными (линза работает 

отчасти как призма, разделяя белый свет на разные цвета; при неидеальном 

обратном объединении цветовых составляющих появляются цветные контуры 

и ореолы вокруг объектов). Объективы, скорректированные в отношении 

хроматических аберраций по двум диапазонам цветов называются ахроматы 

(иногда обозначаются «S», хотя общепринятого обозначения нет), по трём 

диапазонам – апохроматы (обозначаются «Apo»). 

Дополнительно к цветовой коррекции объективы могут корректировать и 

кривизну поля зрения. Такие объективы называют «планахроматами» или 

«планапохроматами» (к обозначению хроматической коррекции у них 

добавляется приставка план, Plan или Pl). При неполной коррекции 

фокусировки объектив называется «семиплан» (обозначаются «Semi plan», 

хотя и тут общепринятого обозначения нет). 

Оптическая система микроскопа характеризуется такой величиной, как 

светосила – соотношение яркости на входе (освещённость объекта) и на 

выходе (яркость изображения). Для уменьшения потерь яркости между линзой 

(объективом) и объектом вносят прозрачные жидкости с известным 

специально подобранным коэффициентом преломления. В 
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противоположность «сухим» объективам, объективы, предназначенные для 

использования с применением жидкостей, называют «иммерсионными»; их 

маркируют в соответствии с той жидкостью, которая будет применяться: МИ, 

Oil и/или чёрное кольцо на объективе (специальное иммерсионное масло); ВИ, 

W и/или белое кольцо на объективе (вода); Gli (глицерин). Для сухих 

объективов специальные маркировки не используются. 

Для исследований с эффектом люминесценции (в люминесцентных 

микроскопах) используют объективы из стекла с хорошим пропусканием 

ультрафиолета (обозначение «Fluor»). 

Освещённость объекта регулируют зеркалом (собирает лучи 

естественного или света) и/или лампой и/или конденсором (конденсор – это 

система линз, собирающая световые лучи и направляющая их на образец). 

Конденсор (при наличии) также оказывает влияние на итоговое разрешение 

микроскопа. 

В зависимости от освещения объекта различают способы микроскопии: 

 в проходящем через образец пучке света – «светлопольная»; 

 в отражённом или рассеянном исследуемым образцом пучке –

«темнопольная»; 

 с освещением в ультрафиолетом – «люминесцентная» (основана на 

свечении некоторых веществ в УФ-освещении); 

 при поляризации светового пучка – «поляризационная» (принцип 

заключается в том, что свет, проходя через объект, может изменить 

свою поляризацию, и при освещении поляризованным светом и 

установке поляризационного фильтра можно будет увидеть только те 

лучи, которые сменили поляризацию); 

 в цветном свете – «хроматическая»; 

 прозрачных объектов, различающихся по толщине или коэффициенту 

преломления – «интерференционная» (интерференционное 

контрастирование). 

В микроскопах могут быть использованы дополнительные 

приспособления и системы: конденсор (обсуждался выше); координатный 

предметный столик (позволяет смещать образец горизонтально и вертикально, 

а иногда и поворачивать на заданный угол); специальные предметные стёкла 

(камера Ранвье – стекло с углублением для наблюдения методом висячей 

капли; счётные камеры (например, Горяева) – стекло с нанесённой сеткой для 

подсчета объектов в объёме жидкости); объекты известной формы и размера, 

помещаемые в оптическую систему (для непосредственных измерений и 

сравнения формы изучаемого образца), ограничители ходя столика и 

подпружиненные объективы (позволяющие избежать раздавливание 

препарата) и другие. 

По числу окуляров микроскопы бывают монокулярными (один окуляр), 

бинокулярными (два окуляра дают объёмное изображение) и тринокулярными 

(третий оптический порт даёт возможность установить на микроскоп фото- 

или видеокамеру). В некоторых случаях классический окуляр отсутствует, и 
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изображение передаётся сразу на цифровую матрицу (видимое оператором 

изображение строится на дисплее компьютера). 

Одной из последних выдающихся разработок оптических систем является 

изобретение так называемого «наноскопа» с оптическим разрешением в 

десятки нанометров (для сравнения – размер белковых молекул, например, 

колеблется от 3 до 10 нм), что существенно расширило диапазон оптической 

микроскопии за счёт использования специальных дифракционных решёток 

(вместо линз).  

Особо следует уделить внимание методике выявления особенностей 

строения изучаемого препарата, именуемой окраской (контрастированием). 

Окрашивание необходимо по причине того, что многие структурные элементы 

клеток обладают одинаковыми или близкими оптическими плотностями 

(межклеточная жидкость, ткань, стенки мембран и т.д.), и при наблюдении 

выглядят видны слабо или не видны совсем. Красители обладают разным 

сродством к тканевым элементам в зависимости от их химических свойств – 

то есть, в основе любой окраски тканей лежат химические свойства самих 

тканей. Красители делятся на основные (также называются ядерными) и 

кислые (другое название – диффузные); все растворы красителей должны 

готовиться с использованием только чистой дистиллированной воды. 

Среди простых и достаточных способов окраски числятся окраска по Ван-

Гизону и гематоксилин-эозином, а также несколько специальных методов для 

выявления липидов, слизи, и на выявление микобактерий.  

В группе основных красителей находится гематоксилин (С16H14O6 – 

экстракт кампшевого дерева, представляющего обой коричневый порошок, 

растворимый в спирте), красящим веществом является его окись – гематеин 

(С16H14O6), поэтому после приготовления ждут созревания краски. Гематеин 

даёт окраску в присутствии протрав – солей хрома, железа, меди, алюминия. 

Наиболее популярные гематоксилиновые краски: Эрлиха (водно-спиртовый 

раствор с глицерином, уксусной кислотой и алюмо-калиевыми квасцами), 

Бёмера (то же с увеличенным содержанием квасцов), Делафильда (подобно 

Эрлиха, отличается добавкой почти половины объёма метилового спирта), 

Ганзена (готовится с добавлением окислителя марганцевокислого калия), 

Караци (готовится с добавлением окислителя йодноватокислого калия), 

кислый гемалаун Майера (то же с добавлением хлоралгидрата и лимонной 

кислоты), Вейгерта (готовятся с добавлением крепких окислителей хлорного 

железа и соляной кислоты). Все квасцовые гематоксилины употребляют в 

свежефильтрованном виде для исключения осадков на срезах. 

Простыми натуральными красящими веществами являются сок черники 

(рецепт был разработан ещё в 1887 году), сок из плодов черной шелковицы и 

пигмент из лузги семян подсолнечника («фуксинка»). 

В качестве диффузных кислых красок используются фуксин кислый, 

пикриновая кислота (смесь пикрофуксина Ван-Гизон) и эозин. Эозин желтый 

(тетрабромпроизводное флуоресцеина, растворимый в воде), эозин голубой 

(растворим в спирте), эритрозин. Растворы этих красителей имеют розовый 

цвет. 
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Пикрофуксин готовят из пикриновой кислоты и водного раствора 

фуксина. Гранатового цвета краситель даёт различные окраски тканей (ярко-

красный, желтый, желтовато-серый). 

В зависимости от числа применяемых красителей различают простую, 

двойную (например, гематоксилин с эозином) и тройную, или сложную 

(например, гематоксилин с пикрофуксином) окраски. Сначала используют 

ядерную, а затем кислую краску, с обязательной промывкой после каждой из 

них. Для промывки также используется дистиллированная вода. 

Далее препарат просветляют для оптимального прохождения световых 

лучей и заключают в удобную среду. В первую группу просветляющих 

веществ (для просветления срезов после воды) входят раствор уксусного-

кислого калия, глицерин, глицерин-желатин, фаррантова жидкость, масса 

Апати (исследования липидов, амилоидов). Для просветления чаще 

используют препараты второй группы (просветляющих срезы после спирта), 

т.к. они дают прочные препараты – ксилол, толуол, эфирные масла 

(гвоздичное, бергамотное, орегановое), анилиновое масло, креозот, скипидар, 

карбол-ксилол, карбол-скипидар. К недостаткам просветляющих веществ 

относят их способность вызывать изменение цвета окраски и извлечение 

красителей из среза, появление морщин. Наиболее индифферентны к 

красителям ксилол и толуол. Экспозицию среза в просветляющем веществе 

производят до полной прозрачности среза с легкой белёсостью. 

Просветлённые срезы заключают в бальзам, покрывая покровным 

стеклом. В качестве бальзамов используют – канадский (смесь смол, 

растворенная в ксилоле или толуоле), пихтовый, сибирский (кедровый) 

бальзам, дамарлак, канифоль, идитол (конденсат формалина с фенолом). 

Для покрытия готового препарата используют покровные стёкла с 

толщиной не более 0,17 мм. Перед использованием их можно чистить в 

растворе солянокислого спирта или двухромовокислого калия с серной 

кислотой («хромпик»). 

Для покрытия больших поверхностей гистологических срезов 

используют пластмассы (поливиниловый спирт, полистирол). 

 

1.2. Принципы работы электронного микроскопа 

Микроскопы не могут иметь разрешение менее полупериода волны 

опорного излучения, поэтому для увеличения разрешения можно уменьшать 

длину волны излучения (от видимого спектра через ультрафиолет до 

рентгеновского). При этом сложность заключается не столько в получении, 

сколько в фокусировке таких типов излучения. 

В качестве излучения, освещающего препарат, в электронной 

микроскопии используют поток электронов. и в целом обычный 

просвечивающий электронный микроскоп во многом схож со световым 

микроскопом. 
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Существуют два основных типа электронных микроскопов: 

 просвечивающий (иногда также называют «трансмиссионный»), в 

котором препарат устанавливают между источником излучения и 

проекционным экраном, что позволяет увидеть зоны, через которые 

луч электронов прошёл, и зоны, которые задержали электроны (в целом 

обычный просвечивающий электронный микроскоп во многом схож со 

световым микроскопом). 

 растровый (сканирующий), в котором луч последовательно сканирует 

поверхность препарата, а приёмник фиксирует отражённый луч, 

формируя распределенную карту поверхности – электронный растр. 

Электронный микроскоп позволяет получить максимальное увеличение 

до 800 000 раз с разрешающей способностью 0,14–0,3 нм (в отличие от 

светового, предельная разрешающая способность которого меньше на три 

порядка). 

Электронный пучок формируется и управляется «электронной пушкой». 

Роль источника электронов выполняет катод. Катод может быть изготовлен из 

различных веществ – вольфрама, тантала, гексаборида лантана – основными 

требованиями к которым являются высокие характеристики термостойкости и 

термоэмиссии электронов (так как рабочая температура может находиться в 

диапазоне 2400–2800 °К). Кроме того, катод должен быть защищён от 

окисления атмосферными газами. 

Обычно катодный узел помещен на высоковольтном изоляторе, а под ним 

расположен кольцевой формы анод (соединённый с корпусом); между ними 

формируется ускоряющее напряжение от 20 до 200 киловольт. Разность 

потенциалов между анодом и катодом обеспечивает ускорение электронов и 

их вылет в заанодное пространство. В зависимости от температуры катода, 

напряжения и силы тока будет меняться мощность потока электронов. 

Чтобы из этого потока электронов получить луч, пригодный для целей 

микроскопии, его необходимо сфокусировать – для этого используется 

система диафрагм и магнитных линз («линза» в электронном микроскопе – это 

соленоид с магнитопроводом, который изменяет траекторию движения 

электронов за счёт создания магнитного поля). 

В просвечивающей электронной микроскопии, так же, как в оптической, 

возможны два режима просмотра препарата: светлопольный и темнопольный. 

Светлопольное изображение получается в результате разной 

«прозрачности» разных зон образца для электронов: свободно прошедшие 

электроны формируют светлый фон, на котором видна тёмная проекция более 

«плотных» структур. 

Если основной поток электронов в построении изображения не участвует 

(его экранируют или отклоняют), а вместо этого фиксируют электроны, 

рассеиваемые образцом электроны, говорят о темнопольном изображении. 

формируется; основной пучок электронов при этом отклоняют или 

экранируют. 
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Электронный микроскоп функционирует благодаря работе совокупности 

систем – вакуумной, пневматической, механической, электронно-оптической 

и системы электронного контроля и управления. 

Вакуумная система необходима для полноценного формирования 

эмиссии электронов и прохождения электронного пучка. Предварительный 

вакуум (до 0,133 Па) обеспечивают масляные ротационные насосы, а 

доведение его до технически предельного значения осуществляется 

масляными диффузионными насосами. Внутри микроскопа, как уже 

говорилось ранее, необходимо создание высокого вакууму (давление не выше 

0,000133 Па), поскольку электронный луч рассеивается на любых молекулах, 

в том числе на молекулах газов. При попадании атмосферного воздуха 

(«ухудшении» вакуума) происходит замыкание между анодом и катодом 

электронной пушки, что может привести к окислению (сгоранию) катода или 

сбою работы высоковольтного выпрямителя. 

Действия оператора должны включать в себя постоянный контроль за 

уровнем вакуума, наряду с автоматикой микроскопа – контроль производится 

по показаниям электронных манометров постоянного напряжения типа 

Пирани (в зависимости от их показаний автоматическая система логики 

микроскопа осуществляет управление вакуумной системой с помощью 

множества электромагнитных и пневматических клапанов).  

Пневматическая система обеспечивает движение механических узлов 

задвижек отсеков микроскопа.  

Электрическая система ЭМ состоит из основных частей:  

 блока высоковольтного питания ускоряющего напряжения от 20 до 

200 киловольт, 

 блока питания и управления системой электронных линз и 

отклоняющих катушек, 

 блока питания цепей вспомогательных систем.  

Основные отделы электронного микроскопа – это электронная пушка, 

конденсорная линза, система линз формирования изображения, камера 

наблюдения; к ним добавляется фотокамера для фиксации полученного 

изображения. 

Источником термоэмиссионных электронов, как уже упоминалось выше, 

является подковообразный нитевидный катод, который располагается для 

удобства вверху колонны. 

Находящаяся ниже конденсорная линза служит для собирания 

выходящих из электронной пушки электронов и освещения объекта. Чтобы 

получить малый освещаемый участок объекта и уменьшить повышение 

температуры объекта, нужна двойная конденсорная линза. 

Используемый электронный пучок формирует изображение подобно 

оптическому микроскопу посредством магнитных «электронных линз». 

Система формирования изображения состоит из трёх линз – объективной, двух 

промежуточных и проекционной. Апертуры (диафрагмы), устанавливаемые 

около задней фокальной плоскости объективной линзы, уменьшают 

аберрацию (погрешность изображения в системе, вызываемую отклонением 
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луча от того направления, по которому он должен был бы идти в идеальной 

системе), задерживая рассеянные электроны и тем самым увеличивая контраст 

изображения. Диаметры апертур выставляются при юстировке микроскопа. 

Оптические оси линз должны совпадать друг с другом, положение их также 

устанавливается при начальной юстировке. 

При попадании электронов на объект часть из них проходит сквозь него, 

часть отражается, и часть поглощается в процессе взаимодействия с атомами 

образца. Прошедшие электроны делятся на прямопрошедшие (прямые волны), 

упруго рассеянные и неупруго рассеянные. Соотношение прямо прошедших и 

упругорассеянных электронов определяет контраст получаемого 

изображения. Чем тоньше объект и чем выше ускоряющее напряжение, тем 

более контрастное изображение создаёт микроскоп. При этом электроны, 

задерживаемые и рассеиваемые образцом при просмотре, передают ему свою 

энергию, которая вызывает ионизацию и нагрев, а в дальнейшем – деструкцию 

образца, что важно учитывать при подготовке срезов, их просмотре и съёмке.  

Далее следует камера объекта электронного микроскопа, имеющая 

столик, обеспечивающий верхний и боковой ввод объекта. Наличие 

шлюзового механизма позволяет производить смену объектов без нарушения 

вакуума в колонне. Объект исследования, как правило, помещают на 

специальный держатель, предварительно смонтировав на мелкоячеистой сетке 

(или бленде с подложкой). Держатель механическим или электрическим 

способом плавно перемещается вверх-вниз и вправо-влево, позволяя получить 

требуемое поле изображения. 

Существует отработанная схема последовательных операций обработки 

материала: фиксация, обезвоживание, заливка в синтетические смолы, 

полимеризация, получение ультратонких срезов, контрастирование, просмотр 

и интерпретация (эти этапы будут подробно рассмотрены ниже). 

В биологических исследованиях, использующих просвечивающий 

электронный микроскоп, чаще всего исследуют ультратонкие срезы (от 10 до 

100 нм). Просматривают и другие препараты: высушенная суспензия (в 

последнее время появились методики просмотра жидких образцов), реплика 

(углеродная или полимерная плёнка, повторяющая микрорельеф объекта). 

Поскольку вещества, из которых состоит клетка, более или менее 

одинаково рассеивают электроны, необходимо проведение с ними 

дополнительных манипуляций. Для повышения контрастности используют 

способ импрегнации (пропитывания) срезов атомами тяжёлых элементов, 

которые интенсивно рассеивают электроны, и при этом более или менее 

избирательно осаждаются на различных клеточных структурах. 

Для контрастирования срезов и других образцов в основном используют 

три подхода: 

 Обычное контрастирование («позитивное») – по сути то же, что и 

окрашивание гистологических срезов, но с использованием солей 

тяжёлых металлов. 

 Негативное контрастирование – микрочастицы монтируют на плёнке-

подложке и обрабатывают растворами соединений тяжёлых металлов 
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(свинец, осмий, уран, и др.); соли металлов, осевшие на плёнке, 

сформируют тёмное поле, на котором будут видны светлые пятна в 

форме исследуемых частиц. 

 Оттенение (напыление) – суть сводится к тому, что на образец (чаще 

всего это отдельные микрочастицы – например, вирусы, отдельные 

бактерии, отдельные клетки и др.) напыляется тонкая плёнка металла, 

в результате сам объект выглядит как светлое пятно, окружённое 

тёмной каймой (при напылении под углом по ширине тёмной каймы 

можно рассчитать высоту частицы). 

Для неспецифического контрастирования используют уранилацетат и 

цитрат свинца. Уранилацетат реагирует с фосфатными, карбоксильными и 

аминогруппами, и особенно сильно с нуклеиновыми кислотами. Затем следует 

контрастирование в цитрате свинца, соединение катионов свинца в щелочных 

растворах проводят с целью повышения активности ионов и образования 

двухвалентного катиона с двумя атомами свинца. Соединение катионов с 

фосфатными, карбоксильными и сульфидными группами, а также с 

отрицательными зарядами окиси осмия, осуществляется через ионные связи 

или водородные мостики. Контрастирование может проводиться с одной или 

с обеих сторон среза, при этом считается, что перед красителем нет барьеров, 

создаваемых плазматическими мембранами, и он может непосредственно 

воздействовать на открытые внутренние отделы клеток. В случае выпадения в 

осадок кристаллов свинца, рекомендуется промыть образцы слабым 

раствором щёлочи. 

После прохождения через объект электронный пучок преобразуется в 

световое изображение с помощью флуоресцентного экрана с люминофором. 

Изображение с экрана передаётся на электронную матрицу фото- или 

видеокамеры (или пучок электронов попадает напрямую на поверхность 

электронной матрицы или фотопленки высокого разрешения). 

Дополнительно, как правило, регистрируется величина увеличения и номер 

кадра со счетчика изображений. В некоторых современных электронных 

микроскопах флуоресцентный экран отсутствует, и изображение доступно к 

просмотру только на мониторе (сразу формируется цифровое изображение 

объекта). 
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2. Основы этичного подхода к проведению исследований на животных 

Проведение экспериментов с использованием лабораторных животных в 

качестве биомоделей до настоящего времени является одним из ключевых 

методов биомедицинских исследований. Помимо изучения и понимания 

механизмов жизненных процессов, происходящих в организме, эксперименты 

важны для совершенствования методов профилактики, диагностики и лечения 

болезней животных и человека, а также для исследования эффективности и 

безопасности различных веществ, используемых в медицине и ветеринарии. 

Имеются данные, что ежегодно в различных исследованиях могут быть 

задействованы лабораторные животные в количестве более 100 млн особей, 

причём до 65 % из них – при создании лекарственных средств. 

Этическим требованием современного общества является практика 

гуманного обращения с животными при их использовании в работе. Эта 

практика приводит к общей гуманизации проведения научных и научно-

практических исследований. 

В международном правовом поле принципы обращения с лабораторными 

животными закреплены в современной нормативной базе. К ней относят 

документы международных организаций, законы и подзаконные акты 

отдельных стран. 

В настоящее время в Российской Федерации в данном вопросе документы 

и законы федерального уровня в области биоэтики малочисленны. Российская 

Федерация руководствуется существующими национальными и 

международными стандартами, основные из которых: 

 «Европейская Конвенция о защите позвоночных животных, 

используемых для экспериментов или в иных научных целях»; 

 «Директива 2010/63/EU европейского парламента и совета европейского 

союза от 22 сентября 2010 года по охране животных, используемых в 

научных целях»;  

 Федеральный закон «Об ответственном обращении с животными и о 

внесении изменений в отдельные законодательные акты Российской 

Федерации» от 27.12.2018 № 498-ФЗ (ред. от 11.06.2021); 

 Серия ГОСТ «Руководство по содержанию и уходу за лабораторными 

животными» (ГОСТ 33215-2014, ГОСТ 33216-2014, ГОСТ 33217-2014, 

ГОСТ 33218-2014, ГОСТ 33219-2014, ГОСТ 34088-2017); 

 РД-АПК 3.10.07.02-09 «Методические рекомендации по содержанию 

лабораторных животных в вивариях научно-исследовательских 

институтов и учебных заведений». 

Основные принципы обращения с животными изложены в Статье 4 

Федерального закона «Об ответственном обращении с животными …», 

упомянутого выше, и заключаются в: 

1) отношении к животным как к существам, способным испытывать 

эмоции и физические страдания; 

2) ответственности человека за судьбу животного; 
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3) воспитании у населения нравственного и гуманного отношения к 

животным; 

4) научно обоснованном сочетании нравственных, экономических и 

социальных интересов человека, общества и государства. 

Характерной особенностью вышеуказанной документации является 

этичность и ответственность экспериментатора за используемое животное. 

Качество условий содержания, кормления и ухода, которые получают 

животные, а также соблюдение этических норм могут оказывать влияние не 

только на эффективность размножения, скорость роста и благополучие 

животных, но и на результаты экспериментальных исследований. Для 

минимизации возникновения стрессовых факторов и реализации этических 

принципов отношения к лабораторным животным важным этапом является 

профессиональная подготовленность сотрудников. 

В экспериментальной практике in vivo актуальной в отношении 

этического содержания и правового признания остается концепция «трех R» 

(William Russell, 1959). Три «R» – это первые буквы следующих 

основополагающих принципов: 

1) Replacement («замена»). Речь идёт о замене наиболее организованных 

живых объектов на менее организованные: замена позвоночных животных на 

беспозвоночных; замена многоклеточных организмов на культуры 

микроорганизмов и клеток тканей (кожа, эндотелий и др.); замена живых 

объектов математическими моделями; широкий обмен информацией между 

научными институтами для исключения неоправданных дублирований. 

2) Reduction («сокращение»). Подразумевается уменьшение количества 

используемых в эксперименте животных до минимально достаточного для 

доказательности. 

3) Refinement («усовершенствование»). В данном случае речь идёт об 

обращении с лабораторными животными непосредственно в процессе 

исследований – боль, дискомфорт и неудобства, причиненные подопытным 

животным должны быть минимизированы. 

В 1985 году на базе вышеуказанной концепции Совет международных 

медицинских научных организаций утвердил «Этический кодекс» – основные 

принципы обращения с лабораторными животными. По мысли разработчиков, 

на них должны опираться законодатели отдельных государств при создании 

законов по защите животных, в том числе при их использовании в 

исследованиях. 

Приведём основные положения Этического кодекса: 

1. Проведение эксперимента на интактных живых животных самых 

разнообразных видов является необходимой практикой в современной науке. 

2. Там, где необходимо, в этих целях следует применять моделирование 

(в том числе математическое) и биологические системы in vitro. 

3. Животных следует включать в эксперименты только после 

тщательного анализа их значимости для прогресса биологических знаний или 

здоровья (человека и самих животных).  
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4. Для эксперимента следует отбирать здоровых животных надлежащего 

вида, ограничиваясь тем минимальным их количеством, которое требуется для 

получения научно достоверных результатов.  

5. Исследователи и другой персонал должны относиться к животным как 

к существам, чувствительным к различным воздействиям, и использовать их 

таким образом, чтобы минимизировать причиняемые им неудобства и боль. 

6. Исследователи должны учитывать, что, несмотря на неполную 

изученность вопроса о восприятии боли животными – манипуляции, 

причиняющие боль людям, вызывают боль и у животных.  

7. Вмешательства, которые не относятся к кратковременным или 

минимальным, следует выполнять с применением седативных, 

анальгетических или наркозных средств в соответствии с нормами, 

принятыми в ветеринарной практике. Недопустимо проводить хирургические 

и другие болезненные вмешательства на животных, не получивших 

полноценного наркоза (например, обездвиженных с помощью релаксантов).  

8. При необходимости отступления от положения 7 решения по этому 

вопросу должны приниматься не только самими исследователями, но и 

соответствующим компетентным комитетом с учётом пп. 4, 5, 6. Такие 

отступления не могут быть мотивированы исключительно учебно-

демонстрационными целями. 

9. К концу или в процессе эксперимента животных, которые по его 

завершении будут испытывать сильные или постоянные боли, физические 

страдания, неудобства или постоянную функциональную недостаточность, не 

поддающиеся устранению, следует умерщвлять безболезненным способом.  

10. Животным в процессе исследований следует обеспечить наилучшие 

возможные условия жизни. Уход за животными должен контролировать 

ветеринар, имеющий опыт работы с лабораторными животными (либо должна 

быть возможность при необходимости предоставлять им ветеринарную 

помощь).  

11. Руководителям учреждений, где в экспериментах используются 

животные, следует позаботиться о наличии достаточной подготовки или 

опыта проведения таких работ у исследователей и вспомогательного 

персонала. Необходимо создать возможности для полноценной подготовки 

сотрудников в этой области, включая обучение способам правильного и 

гуманного ухода за животными.  
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3. Подготовка тканей к исследованиям 

Методики, изложенные в данной главе, по своей сущности являются 

общими для гистологических и ультраструктурных исследований, при этом 

присутствует определённая специфика используемых реактивов и частных 

методик работы с материалом, обусловленная различным масштабом 

изучаемых объектов и, как следствие, различными требованиями к 

получаемому в результате препарату, полностью готовому к изучению. Кроме 

того, конкретная методика микроскопирования, планируемая к применению в 

изучении материала, также будет накладывать специфические ограничения на 

препарат и, соответственно на различные этапы его подготовки. 

 

3.1. Забор проб 

Согласно мнению многих специалистов, применение наркоза при отборе 

проб от живых объектов является самым оптимальным способом. Если же 

использование анестезии противопоказано или невозможно, то отбор проб для 

исследований стоит проводить быстро, соблюдая правила гуманного 

обращения с лабораторными животными (см. раздел 3 данного пособия), тем 

самым исключая появление посмертных изменений в органах и тканях. 

Появление посмертных изменений в материале недопустимо, так как 

трупный аутолиз (самопереваривание) может давать картину, схожую с рядом 

прижизненных процессов органов и тканей (апоптоз клеток, катаральное 

воспаление кишечника и др.), а в случае далеко зашедших посмертных 

изменений (развитие гниения) сделать невозможным определение даже 

органной и тканевой принадлежности. 

Таким образом, наилучший биологический материал для 

гистологического или ультраструктурного исследования – это материал, 

направляемый прямо из операционной.  

Отбор и фиксацию материала для гистологического исследования в 

тёплое время года необходимо успеть осуществить в течение первых 2–3 часов 

после смерти животного, а в холодное время – не позднее 12 часов. При этом 

надо помнить, что разные ткани обладают разной степенью стабильности 

(например, посмертные изменения слизистых оболочек делают материал 

непригодным уже через час после смерти животного). 

Главными требованиями при взятии материала являются: 

 максимально быстрый отбор материала; 

 минимизация травмирования тканей; 

 оптимизация условий фиксации. 

Для ультраструктурного исследования эти требования строже, и 

оптимальный вариант отбора проб – это непосредственный перенос кусочков, 

иссечённых из органа, в фиксирующую жидкость. 

Иссечение органов и отбор кусочков выполняется любыми режущими 

инструментами (нож, скальпель, лезвие и т.д.; главные требования – это 

острота и удобство инструмента), за исключением ножниц и подобного им 
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инструмента (при использовании ножниц происходит размозжение ткани, что 

может быть похоже на прижизненные процессы – такие, как кровоизлияние, 

некроз). Кусочки из костей, особенно губчатых, обязательно выпиливают: 

откусывание щипцами ведет к выдавливанию костного мозга и раздавлению 

патологически изменённых частей. 

Для гистологического исследования оптимальным считается размер 

кусочков 0,5×1×1 см – это обеспечивает, с одной стороны, полное и 

равномерное пропитывание фиксирующей жидкостью, а с другой – получение 

максимально возможной площади среза (что, в свою очередь, увеличивает 

возможности выбора необходимой конкретной зоны для исследования). 

Органы некоторых экспериментальных животных (мыши, крысы, цыплята и 

пр.) имеют относительно небольшие размеры – следовательно их отбирают 

целиком. Кусочки переносят в фиксирующую жидкость с помощью 

анатомического пинцета или же на лезвии скальпеля. 

Материал для ультраструктурного исследования, отсечённый скальпелем 

(лезвием), требует более осторожного обращения. Его как можно быстрее 

переносят в каплю фиксатора на фторопластовой пластине, где проводят 

дальнейшее сечение на кусочки размером 0,5–1 мм3 (5–15 кусочков). Затем 

отсечённые кусочки переносят в ёмкости (эппендорфы) с фиксатором. Важно 

строго соблюдать размеры отсечённых кусочков материала для высокой 

скорости диффузии фиксатора. Также нужно учитывать, что объём фиксатора 

должен превышать объём ткани в 100–1000 раз (объём фиксирующей 

жидкости для 5–15 кусочков составит 0,5–1,5 мл). 

Взятие кусочков для любого типа исследований необходимо производить 

с учётом анатомического строения органа. Желательно иссечь орган таким 

образом, чтобы захватить все его слои и капсулу. Паренхиматозные органы – 

такие, как печень, селезёнка, лёгкие – можно иссекать в любой плоскости с 

захватом капсулы и паренхимы. Полые органы (кишечник, трахея и пр.) 

иссекают перпендикулярно. Почки и надпочечники иссекают от капсулы до 

лоханки так, чтобы попали и корковое, и мозговое вещества. В случае 

обнаружения патологического очага (некроз, абсцесс, опухоль, язвы и пр.) 

кусочек вырезают на границе с нормальными частями – таким образом 

появляется возможность изучения патологического процесса на всех стадиях 

его развития. При обширном патологическом процессе следует взять 

несколько кусочков (и на границе с нормальной тканью, и из наиболее 

поражённых отделов). Для ультраструктурного исследования в этих случаях 

формируется стратифицированная выборка (см. раздел, посвящённый 

формированию выборок из различных органов).  

Замораживание органов и кусочков, предназначенных для исследования, 

категорически запрещено (образование кристаллов льда приводит к разрыву 

мембран, разрушению клеток и межклеточного вещества); тем не менее, 

допускается их охлаждение в течение 24 часов (это ограничение, однако, не 

касается случаев быстрого замораживания в жидком азоте для дальнейшего 

криоскалывания). 
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Нельзя допускать подсушивание органов кусочков; запрещена также и 

механическая очистка их поверхности – допустимо ополаскивание в 

изотоническом растворе хлорида натрия (буферном растворе). 

Наличие полного комплекта инструментов (ножницы, скальпель, 

одноразовые пипетки, пинцет анатомический, лезвие), а также подписанных 

восковым карандашом и заполненных раствором фиксатора ёмкостей – 

способствуют более быстрому и оптимизированному отбору проб. 

 

3.2. Этапы пробоподготовки и рабочие растворы 

Пробоподготовка включает в себя следующие этапы: 

1. Фиксация. 

2. Обезвоживание. 

3. Заливка в плотные среды. 

Эти этапы в общем виде одинаковы для гистологических и 

ультраструктурных исследований, но, как уже отмечалось ранее, специфика 

их реализации также имеет место. 

Для начала рассмотрим методики, применяемые в гистологической 

технике. 

1. Фиксация – это первый и основной этап в гистотехнике, 

обеспечивающий сохранность тканей и органов в состоянии, максимально 

приближенном к прижизненному. В основе фиксации лежат сложные физико-

химические преобразования, включая коагуляцию (осаждение) белков и 

инактивацию ферментов. В настоящее время не существует таких субстанций, 

которые бы полностью сохраняли фиксируемую структуру. Все известные 

фиксаторы влияют на сохраняемую ткань: уплотняют большинство тканей, в 

некоторых случаях – необратимо их деформируют, а также в разной степени 

сохраняют разные структуры. Поэтому наилучшей считается такой фиксаж, 

который при взаимодействии с биологической тканью максимально быстро и 

глубоко проникает в неё, и при этом в наименьшей степени деформирует 

тканевые структуры. 

Таким образом, цель фиксации – быстрое прекращение всех обменных 

процессов (в первую очередь – ферментативных), происходящих в живой 

клетке и межклеточном веществе, и предохранить их морфологическую 

структуру от разрушения. Однако, как уже отмечалось ранее, универсального 

фиксатора (одинаково подходящего для всех объектов) не существует. 

На практике существует множество способов фиксации и огромное 

количество фиксаторов. Фиксаторы бывают простые и сложные. Примером 

первых, которые представляют собой однокомпонентные жидкости, являются 

ацетон, формалин, и спирты – этиловый и метиловый. Сложными являются 

смеси различных веществ, например, жидкость Ценкера, Боуэна, Карнуа.  

Тем не менее, основные требования к фиксирующим жидкостям это: 

 простота изготовления и дешевизна; 

 достаточно быстрое проникновение в ткань (диффузия); 
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 «мягкое» действие без грубых нарушений структуры 

(сморщивание, набухание и пр.). 

Общие правила при работе с фиксирующими жидкостями: 

1. Размер кусочка должен быть оптимальным (0,5×1×1 см), чтобы 

произошло полное и равномерное пропитывание фиксатором. 

2. Объём фиксирующей жидкости должен быть в 15–20 раз больше, чем 

объём кусочка. Например, объём кусочка: 0,5×1×1 см = 0,5 см3 = 0,5 мл. Значит 

объём фиксатора для одного кусочка должен быть 0,5 мл × 15(20) = 7,5(10) мл 

3. Расположить кусочки органов в фиксаторе так, чтобы он равномерно 

был окружён со всех сторон фиксирующей жидкостью. 

4. Перед погружением в фиксатор (особенно при фиксации нервной 

ткани) промывание и ополаскивание кусочков водой не допускается 

(допускается ополаскивание буферным раствором). 

5. Если после погружения кусочков фиксатор мутнеет или окрашивается 

кровью, его сразу же заменяют. 

6. Повторно использовать фиксатор нельзя, так как в процессе фиксации 

происходит вытеснение воды из кусочка и изменение концентрации раствора. 

Также фиксатор загрязняется кровью, жирами и другими веществами, 

меняющими его свойства. 

7. Необходимо строго соблюдать время действия фиксатора (24–48 

часов), так как передержка приводит к переуплотнению тканей.  

8. Фиксация считается законченной, когда кусочек имеет равномерную 

плотность и окраску. 

9. Фиксатор должен переводить клеточное содержимое в состояние, 

нерастворимое в воде и других жидкостях, использующихся при дальнейшей 

обработке препарата. 

«Золотым стандартом» в гистологии является фиксация в растворе 10% 

забуференного нейтрализованного формалина. Именно эта концентрация 

обеспечивает качественную фиксацию материала. Если она будет ниже, 

материал не зафиксируется, а если выше – то верхние слои ткани 

зафиксируются очень быстро и станут очень плотными, не давая формалину 

проникнуть в глубокие слои, ткань останется сырой и будет подвержена 

аутолизу. Большинство методов гистохимии и иммуногистохимии 

валидированы именно для материала, зафиксированного в формалине. 

Формалин – это 40% раствор формальдегида, стабилизированный 

метанолом. Широкое распространение формалин получил благодаря таким 

свойствам, как высокая степень диффузии в ткань, способность длительно 

сохранять окраску, форму и структуру исследуемого образца, а также 

оказывать длительное фиксирующее действие. Фиксирующие свойства 

формалина обусловлены его взаимодействием с тканевыми белками. 

Формальдегид вступает в реакцию с активным атомом водорода аминокислот 

с образованием метиленовых мостиков, что обеспечивает достаточную 

диффузию.  

Формалин имеет свойство хорошо проникать в ткани и потому подходит 

для фиксации относительно крупных объектов. При комнатной температуре 
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фиксация в формалине происходит за 24–48 часов, а при 37 °С (в термостате) – 

за 12–24 часа. Раствор формалина хранят, избегая попадания солнечных лучей 

(в тёмной посуде), при температуре не ниже +9 °С (при более низких 

температурах он полимеризуется и превращается в белую сметанообразную 

субстанцию, непригодную для фиксации). Фиксацию можно считать 

достигнутой, если наблюдается равномерное уплотнение кусочка и 

равномерный окрас (и поверхности, и контрольного среза). Если куски 

полностью не профиксированы, на контрольных срезах бывают видны участки 

другого цвета – красные или розовые. 

Положительное свойство формалина – возможность хранить в нём 

кусочки довольно долгое время. Однако при длительном хранении формалин, 

образуя соединения с гемоглобином оставшейся в тканях крови, образует 

осадок (тёмно-коричневый формалиновый пигмент), затрудняющий 

микроскопическое исследование. 

Работая с формалином, необходимо соблюдать осторожность, так как 

пары формалина раздражают слизистую оболочку глаз, при длительном 

контакте с кожей вызывает экзему, прямое попадание большого количества 

паров в лёгкие может вызвать отёк лёгких с летальным исходом. 

После фиксации кусочки органов промывают проточной водой, 

используя ситечко – таким образом перед обезвоживанием убирается излишек 

фиксатора и обеспечивается дальнейшее более равномерное окрашивание 

срезов. 

 

2. Обезвоживание (дегидратация). Цель обезвоживания – подготовка 

ткани к пропитыванию парафином, используя спирты восходящей 

концентрации. Наибольшее распространение в силу удобства получил 

этиловый спирт. 

Для лучшего обезвоживания и последующего пропитывания из 

фиксированных и промытых в воде кусочков тканей и органов аккуратно 

вырезают острым скальпелем или ножом пластины толщиной от 2 до 5 мм; из 

стенок полостных органов режут тонкие полоски. Площадь кусочков 

определяется размерами покровных стёкол, из которых самые ходовые – 

20×20 и 24×24 мм. Готовые кусочки помещают в специальные сетчатые 

мешочки для проводки, куда также кладут бумажку с номером. Органы от 

одного животного должны находиться в одном мешочке. 

Процедура обезвоживания представляет собой процесс проведения 

материала через ряд спиртов возрастающей крепости. Для этого из 95° или 96° 

этилового спирта готовят растворы спирта крепости 50°, 60°, 70°, 80°, а также 

абсолютный спирт. Абсолютный спирт готовят из 96° этилового спирта путём 

добавления прокалённого медного купороса из расчета 10 г на 100 мл спирта. 

Время экспозиции в каждом из растворов 24 часа. Начинают обезвоживание с 

50° и заканчивают абсолютным спиртом, в котором выдерживают 1 час. Здесь 

следует отметить, что проводку органов крупных животных (таких, как КРС и 

МРС, свиней и т.д.) начинают 60° спиртом. При проводке органов мелких 
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животных (крыс, мышей, кроликов и т.д.) начинают с 50° спирта, а по 

истечении времени экспозиции кусочки переносят сразу в 70° спирт. 

После выдержки в абсолютном спирте мешочки с кусочками органов 

переносят в 2 порции (банки) хлороформа; время экспозиции – по 30 минут в 

каждой. Органы крупных животных переносят сначала в смесь 96° спирта с 

хлороформом (1:1), а через 24 часа – в две порции хлороформа (в каждой 

порции выдерживают по 30 мин). Выбор хлороформа в качестве 

промежуточной среды между обезвоживанием и заключением в парафин 

обусловлен тем, что он является растворителем и для парафина, и для спиртов 

(в том числе этилового абсолютного и 96°). Лучшее пропитывание кусочков 

парафином происходит постепенно, в три этапа: 1) из хлороформа материал 

перекладывают в заранее расплавленную смесь хлороформа с парафином (1:1) 

при 37 °С и выдерживают в термостате 30 минут; 2) материал переносят 

расплавленный парафин (чистый), оставляют в термостате на 60 минут при 56 

°С (допускается увеличение температуры на 2–3 °С); 3) повторяют второй 

этап. Экспозиция в чистом парафине произвожится дважды, чтобы как можно 

лучше освободить объект от хлороформа – в противном случае парафин может 

начать крошиться при резке. Первую порцию чистого парафина можно 

использовать неоднократно (при этом лучше хранить его в расплавленном 

виде в термостате). 

В последние годы широкое распространение получает проводка с 

использованием изопропилового спирта. Она имеет ряд преимуществ. Во-

первых, реагенты для изопропиловой проводки более экологичны и относятся 

к меньшему классу опасности, чем ксилол, хлороформ и др. Во-вторых, 

изопропиловая проводка универсальна. Она подходит и для аппаратов 

проводки карусельного и вакуумного типов, и при ручных методиках. В то же 

время гибкость протоколов позволяет модифицировать проводку под 

конкретные задачи каждой отдельно взятой лаборатории. В-третьих, 

снижается влияние человеческого фактора на результат. Исключается 

необходимость создавать батарею ёмкостей с растворами этилового спирта 

восходящей концентрации. Все ёмкости заполняются растворами 

изопропилового спирта максимальной концентрации. Задержка материала в 

одной из ёмкостей не приведет к её порче. В-четвертых, в процессе проводки 

отсутствует промежуточные растворы («каши») хлороформ-спирта, 

хлороформ-парафина. Материал из изопропилового спирта переносится в 

расплавленный парафин. В-пятых, изопропиловый спирт в отличие от 

этилового не является учётным реагентом. Его легче закупать, хранить, вести 

учёт.  

 

3. Заливка в плотные среды (парафин). В качестве формочек при 

ручной заливке используют: Г-образные гладкие угольники из металла, 

плотные бумажные коробочки, фольгу, часовые стёкла, четырехугольные 

фарфоровые ванночки и другие приспособления. 

После окончания экспозиции кусочков во второй порции парафина их 

перекладывают в формочки и заливают чистым парафином (используют 
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новый парафин; допустимо также использовать условно чистый парафин – в 

котором кусочки экспонировались последним); толщина слоя над уровнем 

кусочков должна быть не менее 0,5 см. При перекладывании кусочков 

используют нагретый анатомический пинцет, а сами кусочки располагают 

свободно, на некотором расстоянии друг от друга – так, чтобы в дальнейшем 

можно было легко вырезать блоки.  

Залитую формочку оставляют на самодельных рельсах для достаточного 

затвердения парафина. После этого его извлекают из формочки, подрезая по 

краям, и вырезают блоки скальпелем, оставляя вокруг органа каёмку парафина 

шириной около 2 мм. Извлечённый парафин должен быть абсолютно 

гомогенным, в нём не должны присутствовать белые участки. 

Вырезанные парафиновые блоки с материалом монтируют на деревянные 

колодки. Классический способ монтажа заключается в том, что парафиновый 

блок устанавливается стороной с более толстым слоем парафина на колодку 

соответствующего размера (блок не должен выступать за края), после чего 

между блоком и колодкой плавно вдвигают горячий металлический шпатель; 

как только парафин начинает плавиться, шпатель аккуратно извлекают. Для 

более прочного монтажа блок можно дополнительно оплавить по периметру 

(используя тот же шпатель). 

 

Как уже было сказано ранее, этапы пробоподготовки в 

ультраструктурных исследованиях подобны таковым в гистологической 

технике. 

1. Фиксация. Цель фиксации такая же, как и в гистологических 

исследованиях – остановка посмертных изменений, а также сохранение 

органов и тканей в наиболее близком к прижизненному состоянию.  

Фиксатор должен: 

 быстро проникать в ткань; 

 сохранять структуру клеток и межклеточного вещества, антигенную 

активность (для цитохимических и иммуноцитохимических исследований). 

В качестве актуальных фиксаторов для материала в ультраструктурных 

исследованиях в настоящее время используют глутаровый альдегид и 

четырёхокись осмия – фиксаторы, способные встраиваться в структуру 

фиксируемых веществ (протеидов и липидов). Наиболее распространённый 

метод сохранения ткани для дальнейших морфологических исследований – 

двойная фиксация (первичная – глутаровым альдегидом, постфиксация – 

четырёхокисью осмия). Следует, однако, оговориться, что для некоторых 

методик могут использоваться и другие фиксаторы. 

Фиксация образца осуществляется в растворах, обеспечивающих 

образование поперечных химических связей между молекулами клеточных 

веществ, что приводит к образованию пространственной сетки. Факторами, 

влияющими на процесс, являются: величина pH, осмотическое давление, 

температура и время фиксации, концентрация фиксатора. 

Альдегидная фиксация происходит в результате взаимодействия 

аминогрупп белков и азотистых оснований нуклеопротеидов, с образованием 
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поперечной связи в результате взаимодействия альдегидных и аминогрупп 

боковых цепей белковых и других макромолекул. Глутаровый альдегид 

эффективен для сохранения поверхности и внутриклеточных структур 

образцов исследований. Качество фиксации материала (степень сшивки 

белков, глубина и скорость проникновения глутаральдегида в ткань) зависит 

от типа и осмомолярности используемого буферного раствора. Чаще 

используются фосфатные буферные растворы («физиологические буферы») с 

уровнем pH 7,4 – поскольку они нетоксичны и обладают высокой буферной 

ёмкостью. 

Альдегиды – биологические фиксаторы, взаимодействующие с 

аминогруппами белков и азотистых оснований нуклеопротеидов. Фиксация 

глутаровым альдегидом не нарушает избирательную проницаемость 

клеточных мембран, они остаются осмотически активны. Для поддержания рН 

фиксирующего раствора на уровне физиологического значения (рН 7,3–7,4) 

концентрированный глутаровый альдегид разводят раствором 0,1 М 

фосфатного буфера до 0,1–4% концентрации (в зависимости от вида 

фиксируемого материала: низкие концентрации – для клеток, высокие – для 

тканей). Время фиксации для изучения клеток и тканей составляет 1–12 ч.  

Лучший способ хранения раствора глутарового альдегида – при 

температуре -20°C. 

Следует учесть, что глутаровый альдегид летуч. Все работы с ним 

необходимо проводить в вытяжном шкафу в перчатках. При попадании на 

кожу – смыть струёй проточной воды. 

Четырёхокись осмия – дополнительный фиксатор, применяемый после 

глутарового альдегида. Перед внесением постфиксатора в эппендорфы, 

материал предварительно двукратно (по 10 минут) проводят через раствор 0,1 

М фосфатного буфера для тщательного удаления глутарового альдегида и 

предотвращения реакции между ними. 

Четырёхокись осмия активно реагирует с этиленовыми группами 

ненасыщенных липидов, SS-группами, ароматическими моноамидами, 

некоторыми аминокислотами; при этом она не взаимодействует с углеводами 

и нуклеиновыми кислотами. Тетраоксид осмия в процессе фиксации 

окрашивает ткань, поскольку содержит атом тяжёлого металла, в результате 

чего усиливается контрастность липопротеидных клеточных мембран и 

жировых включений. Её используют в различных концентрациях (1–4 %) на 

том же буфере, что и раствор глутарового альдегида, иногда добавляя сахарозу 

для повышения осмомолярности (например, для нервной ткани). Время 

фиксации подбирается визуально от 2 ч и более (кусочки ткани должны 

полностью почернеть, после чего материал также двукратно промывают 

фосфатным буфером по 15 минут). 

 

2. Дегидратация материала – необходимый этап для дальнейшей 

пропитки его гидрофобной заливочной средой (смесь смол, которые не 

смешиваются с водой) и получения качественных ультратонких срезов. Для 

проведения дегидратации используют вещества, способные смешиваться с 
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заливочной средой и минимизировать повреждение ткани (спирт этиловый 

ректификат, ацетон и окись пропилена). 

Спирт растворяет липиды, в связи с этим важно быстро провести 

материал через спирт. При соблюдении данного правила возможно избежание 

вымывания липидсодержащих компонентов клетки.  

Если ткань перенести из фиксатора в абсолютный этанол, могут 

возникнуть механические повреждения. Принцип дегидратации материала 

основан на проведении кусочков через ряд спиртов возрастающей 

концентрации до абсолютного (сами кусочки из ёмкости в ёмкость не 

переносят – из ёмкости отсасывается пипеткой одна жидкость и заливается 

менее водосодержащая). Кусочки материала проводят по два раза через 30°, 

50°, 70°, 80° и 96° спирты, выдерживая их по 15 минут в каждом. Далее 

кусочки проводят через абсолютные спирты, выдерживая два раза по 20 

минут. В завершение дегидратации используют промежуточную среду 

(ацетон), замещающую спирт, для последующего смешивания её с заливочной 

средой. Кусочки также выдерживают два раза по 20 минут в ацетоне. 

3. Заключение в плотные среды материала, предназначенного для 

ультраструктурных исследований, отличается повышенными требованиями к 

этим средам – по сравнению с гистологическими исследованиями требуется 

более высокая плотность сред, и при этом возможность их управляемого 

перевода из жидкой фазы в твёрдую. При этом среда должна быть 

проницаемой для пучка электронов (и, что важно, не слишком интенсивно 

разрушаться под его воздействием). 

В современной электронной микроскопии в качестве заливочной среды 

используют эпоксидные смолы и их смеси, эфиры акриловых кислот, 

полиэфирные смолы, водорастворимые заливочные среды, акрилик. При 

полимеризации степень сжатия эпоксидных заливочных смесей не превышает 

2 %. Ультратонкие срезы тканей, заключённых в эпоксидную смолу, 

устойчивы к воздействию электронного пучка, достаточно прочны, а также их 

можно монтировать на сеточках без опорной плёнки.  

Смолы LRWait, Lowycryl позволяют сохранить антигенную активность, 

поэтому используются в современной иммунной электронной микроскопии. 

Для пропитывания материала заливочной средой изготавливается смесь 

из следующих компонентов эпоксидных смол: Epon 812 – 7,5 мл, Аралдит М 

(отвердитель) 7,5 мл, DDSA (пластификатор) 20 мл. Компоненты тщательно 

перемешивают с помощью магнитной мешалки в течение 30 минут, затем 

добавляют 1 мл катализатора (DMP 30) и перемешивают смесь ещё час. 

Необходимо соблюдать процедуру тщательного перемешивания; в противном 

случае полимеризация может пройти неравномерно, что влияет на качество 

блока и срезов. Стоит избегать образования пузырьков воздуха в смеси смол. 

Если пузырьки всё же образовались, заливочной среде нужно дать отстояться 

и далее хранить её в холодильнике в закрытой ёмкости. 

Проведя этап обезвоживания, материал необходимо пропитать 

заливочной средой, что происходит в три этапа помещения кусочков в смеси 

ацетона или окиси пропилена со смесью смол. Процентное содержание 
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заливочной среды постепенно повышается. Пропитывание ткани необходимо 

проводить при постоянном перемешивании шейкером (ротатором); первый 

день – 12 ч (смесь ацетон-смола 2:1), второй день – 18 ч (смесь ацетон-смола 

1:1), третий день 24 ч (смесь ацетон-смола 1:2).  

Следующий этап – заливка образцов материала в заливочную среду и 

изготовление блоков. Для заливки используют формы из полиэтилена, 

силиконовой резины или желатиновые капсулы. Все капсулы должны быть 

маркированы и пронумерованы. Капсулы для заливки заполняют чистой 

заливочной средой, куда затем препаровальной иглой переносят кусочек 

материала на поверхность смолы. Далее капсулы с материалом выдерживают 

1–1,5 ч при комнатной температуре для полного удаления остатков 

промежуточной среды и погружения образца на дно капсулы. Затем капсулы 

переносят в термостат для постепенной полимеризации заливочной среды. 

Полимеризация проходит в течение трёх суток при строгом соблюдении 

температурного режима: первые сутки – температура 37 °C, вторые сутки – 45 

°C, третьи сутки – 60 °C. По завершении полимеризации блоки оставляют в 

выключенном термостате до полного остывания, затем достают их и 

извлекают из капсул. 

После извлечения затвердевших блоков из заливочных форм производят 

их затачивание в форме усечённой пирамиды для обеспечения удобной 

нарезки, кроме того при этом обеспечивается выбор области исследования 

материала. 

 

3.3. Подготовка оборудования к изготовлению срезов 

В гистологической практике для получения срезов обычно используют 

два типа микротомов – ротационные и санные.  

Ротационные микротомы используются, когда необходимо получить 

тонкие срезы (1–3 мкм) или серийные срезы.  

Санные микротомы устроены проще, относительно просты в 

обслуживании и в работе, а также подходят для изготовления срезов с блоков 

из разного материала (как парафиновых, так и целлоидиновых) – поэтому в 

лабораторной практике они встречаются чаще. 

Ещё одной разновидностью микротомов являются «криотомы» – 

микротомы, снабжённые замораживающим столиком для исследуемого 

образца – такие приборы используются в случаях, когда необходимо получить 

срез в кратчайшие сроки (например, во время операции), либо получить срез с 

ткани, не подвергнутой фиксации. 

Все микротомы снабжены ножами – многоразовыми (их можно точить и 

править) или специальными одноразовыми лезвиями. Правильный выбор угла 

наклона ножа и угла резания – это основа успешного получения 

гистологического среза. Лучшим углом наклона является тот, при котором 

плоскость лезвия находится параллельно верхней части блока. 

При работе с микротомом следует избегать касания режущей кромки 

ножа – готовые срезы аккуратно снимают с ножа кисточкой и препаровальной 
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иглой. После завершения работы нож очищают от парафина и остатков срезов 

сначала сухой мягкой тряпочкой, а потом – смоченной органическим 

растворителем (бензином, петролейным эфиром или ксилолом). Все 

манипуляции следует проводить также не касаясь кромки – при загрязнении 

её следует промыть одним из упомянутых растворителей (не протирать и не 

вытирать!). Микротомные ножи хранят в специальных футлярах так, чтобы 

лезвие не соприкасалось со стенками коробки. Неаккуратное обращение с 

ножом сокращает срок его службы и может быть травмоопасным.  

Уход за микротомом сводится, главным образом, к содержанию его в 

чистоте и к своевременной смазке трущихся поверхностей. Смазка трущихся 

частей производится исключительно нейтральным костным, вазелиновым 

маслом или смазкой ВНИИНП 401. Наиболее частой смазки требуют 

следующие узлы и детали: направляющие станины; резьбовая часть 

микровинта; направляющая и трущиеся поверхности механизма подъёма. 

Предметные стёкла. Перед работой предметные стёкла должны быть 

подготовлены таким образом, чтобы в дальнейшем срезы не отклеились. 

Предметные стёкла, обработанные в заводских условиях специальными 

адгезивами (как правило, поли-L-лизином и аминоалкилсиланом) 

дополнительной обработки не требуют. Обычные стёкла готовят к работе в два 

этапа – обезжиривание и нанесение адгезивного покрытия. С целью 

обезжиривания стёкла промывают в тёплой мыльной воде, после чего 

прополаскивают в чистой дистиллированной воде и насухо протирают 

неворсистой тканью (лучше льняной). Стёкла, подготовленные таким образом, 

можно завернуть в чистую бумагу и использовать по мере необходимости. 

Непосредственно перед началом работы необходимое количество предметных 

стёкол для окончательного обезжиривания помещают в ёмкость с жидкостью 

Никифорова (этанол-эфир 1:1) или этанолом (96%). 

Для проверки качества обезжиривания на предметное стекло, 

предварительно тщательно вытертое, помещают каплю дистиллированной 

воды. Растекание воды по поверхности стекла говорит о хорошей чистоте; 

если же вода собирается в каплю – срезы могут отклеиться (даже при условии 

использования адгезива). Таким же образом обрабатываются и 

контролируются покровные стёкла. 

Обработка адгезивами. Для увеличения адгезивных свойств 

обезжиренных предметных стёкол используются два наиболее 

распространенных средства: обработка яичным белком с глицерином и 

обработка желатином. Использование полилизина (поли-L-лизина) и 

аминоалкилсилана даёт лучшую адгезию, но самостоятельное нанесение этих 

покрытий затруднительно (рациональнее будет заказать готовые стёкла с 

этими адгезивами). Нанесение адгезива (белка с глицерином или желатина) 

должна осуществляться непосредственно перед изготовлением срезов. Для 

этого предметные стёкла извлекают из обезжиривателя, тщательно протирают 

сухой тканью и раскладывают на специальные подставки (папки). Далее на 

каждое предметное стекло тонкой стеклянной палочкой наносят каплю 

адгезива и тщательно растирают пальцем (палец должен быть сухим и чистым) 
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до ощущения притирания (возрастания сопротивления движению). Через 10–

15 минут (после подсыхания) стёкла готовы для монтажа срезов. 

 

При проведении ультраструктурных исследований для получения 

полутонких и ультратонких срезов используют микротомы, иногда 

называемые ультратомами или ультрамикротомами.  

Основные характеристики современных ультратомов: 

1. Возможность сверхтонкой механической, пьезоэлектрической или 

тепловой подачи; 

2. Прецизионная ориентация образца; 

3. Наличие грубой подачи для подведения образца и получения 

полутонких срезов; 

4. Возможность контроля скорости резания; 

5. Отдаление ножа от образца при обратном ходе; 

6. Возможность качественного освещения и наблюдения за процессом 

резания. 

 

Получение среза для ультраструктурного исследования состоит из двух 

этапов – получение «полутонких» и «ультратонких» срезов. 

Прежде чем получать полутонкие срезы, блоки предварительно 

соответствующим образом затачиваются. Форма усечённой пирамиды 

считается наиболее приемлемой, хотя используются и другие формы заточки. 

При заточке в форме усечённой пирамиды необходимо, чтобы основание 

боковой грани (в форме трапеции) было в 1,5 раза длиннее её верхнего края, 

угол между основанием и ребром составлял 85°, грани были ровными и 

гладкими, а верхняя и нижняя грани – строго параллельными. Заточка блоков 

может осуществляться разными способами: вручную, на специальных 

приборах – пирамитоме и триммере, или в самом ультратоме, если в данной 

модели есть соответствующие приспособления. 

 

3.4. Получение и монтаж срезов 

Техника взятия гистологических срезов. Перед началом работы 

парафиновые блоки подвергают воздействию низких температур до -10°С 

(морозильная камера, охлаждающая плата), поскольку замораживание 

позволяет делать более тонкие срезы, а также уменьшает прилипание 

парафина к ножу. 

Кроме подготовки самого блока крайне важно правильно установить и 

сориентировать блок и нож относительно друг друга: длинную ось блока 

располагают параллельно оси микротома, так, чтобы сам блок при этом был 

установлен горизонтально в блокодержателе. Плоскость будущего среза 

должна совпадать с плоскостью режущей кромки ножа (достигается 

настройкой двух характеристик – угла резания и угла наклона ножа). Эта 

плоскость в идеале должна быть расположена под углом около 45° к оси блока 

(но в ряде случаев может лежать в диапазоне от 25° до 90°), однако на практике 
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этот угол (угол наклона ножа) обычно несколько больше оптимального (если 

при этом отличие от оптимума будет слишком существенным в большую 

сторону, блок будет крошиться, а если в меньшую – нож будет делать от 

одного до трёх холостых проходов, после чего делать слишком толстый срез). 

После того, как блок с тканью и нож микротома правильно и надёжно 

установлены, нужно их подвести друг к другу с таким расчетом, чтобы 

верхняя поверхность блока была расположена на расстоянии от 0,5 до 1 мм от 

режущей кромки ножа (либо нож может немного касаться верхнего слоя 

парафина). Достигается такое сближение с помощью кремальеры 

объектодержателя (или микровинта) и рукоятки держателя ножа. 

Установив положение ножа и блока, нужно навести микрометрическую 

шкалу на значение от 10 до 20 мкм, таким образом создав возможность для 

ускоренной очистки поверхности блока. Резку продолжать до тех пор, пока не 

получатся первые полные срезы. После этого можно установить нужное 

значение микрометрической шкалы для получения срезов требуемой толщины 

(примерно от 3 мкм до 7 мкм).  

 Перед нарезкой повехность парафинового блока смачивают тёплой 

водой либо согревают дыханием, так образцы получаются ровными, гладкими. 

Каждый получившийся срез снимают с поверхности ножа с помощью влажной 

тонкой кисточки или препаровальной иглы, стараясь не нарушать целостность 

среза и избегать разрывов. Для избежания приклеивания препаровальной иглы 

к срезу ее нужно протереть салфеткой от остатков парафина и намочить 

тёплой водой. Срез для расправления помещают блестящей стороной наружу 

в ёмкость с тёплой дистиллированной водой на водяной бане с заданной 

температурой. Если блоки небольшие и прямоугольные, можно получить 

ленточки (серии) срезов – края их прикреплены друг к другу, и они 

располагаются полоской друг за другом. Расправленный срез вылавливают 

при помощи предметного стекла, подводя его под срез (некоторые 

исследователи вылавливают срез из воды при помощи препаровальной иглы) 

и наклеивают на подготовленные и обработанные предметные стёкла. Воде 

дают стечь, слегка наклоняя предметное стекло, а оставшуюся вокруг среза 

воду осторожно удаляют фильтровальной бумагой. Маркируют стекло. 

Стекло со срезом для полного высыхания оставляют на специальном 

подогреваемом столике для сушки и расправления парафиновых срезов. 

Возможные погрешности приготовления парафиновых срезов 

представлены в таблице 1. 

Внешний вид наблюдаемых погрешностей приводится на рисунках 3.1–

3.7 по Rolls et al., 2012. 

 

Таблица 1 – Погрешности приготовления парафиновых срезов 

Дефект Причина Устранение 

1. Срез крошится 1) большой угол наклона 

ножа; 

2) низкая температура 

окружающей среды; 

1) изменить угол наклона 

ножа; 

2) подышать на поверхность 

блока; 
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Дефект Причина Устранение 

3) медленное охлаждение 

парафина после заливки; 

4) твёрдый парафин. 

3) кусочек бросить на второй 

парафин и снова залить; 

4) расплавить парафин, 

найти более мягкий парафин, 

или перезалить целиком всю 

партию органов  

2. Срезы мнутся, 

закручиваются и 

липнут к ножу 

1) маленький угол наклона 

ножа; 

2) высокая температура 

окружающей среды; 

3) мягкий парафин 

1) изменить угол наклона 

ножа; 

2) положить кусочек льда на 

срез; 

3) использовать более 

твёрдый парафин 

(перезалить) 

3. Срезы рвутся, 

покрываются 

бороздами 

1) зазубрины на ноже; 

2) грязный парафин; 

3) материал недостаточно 

декальцинирован 

1) поточить нож либо под 

микроскопом найти хороший 

участок ножа; 

2) перезалить в чистый 

парафин; 

3) невозможно устранить 

4. При резке 

костей, хрящей, 

плотной 

соединительной 

ткани происходит 

приклеивание, 

сморщивание и 

разрыв срезов 

1) электризация срезов 1) в месте среза на лезвии 

ножа поместить каплю воды; 

2) подышать на лезвие и на 

блок; 

3) натереть лезвие куском 

твёрдого парафина 

5. Материал 

плохо режется, 

нож проскакивает 

над блоком 

1) переуплотнение 

материала во время 

фиксации и проводки 

Устранить невозможно, 

но можно попробовать: 

1) поверхность среза закрыть 

слоем горячего парафина;  

2) подышать на блок перед 

каждым срезом 

6. Залитый 

материал 

выпадает из 

окружающей 

массы парафина в 

процессе резки 

1) заливка проводилась 

охлаждённым парафином; 

2) при заливке произошло 

переохлаждение кусочка 

перед перенесением в 

заливочную форму 

расплавить кусочки в 

термостате и снова залить по 

всем правилам  

7. Плоскость 

среза 

неоднородна, а в 

центре белёсая 

1) недостаточное 

обезвоживание материала в 

спиртах 

1) расплавить кусочки во 

втором парафине и провести 

обратную проводку: первый 

парафин, хлороформ-
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Дефект Причина Устранение 

парафин, две порции 

хлороформа, абсолютный 

спирт (идет обезвоживание), 

2 порции хлороформа, 

хлороформ-парафин, первый 

парафин, второй парафин, 

заливка с соблюдением всех 

сроков пропитывания 

 

 
Рисунок 3.1. Складки в островке гиалинового хряща. Трахеи морской 

свинки; гематоксилин-эозин 

 

 
Рисунок 3.2. На срезах видны следы вибрации ножа (слева – печень 

крысы, окраска на ретикулин; справа – железистая ткань, гематоксилин-

эозин) 
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Рисунок 3.3. Смещение губчатой кости на трепанации, окрашенной 

ретикулином 

 

 
Рисунок 3.4. Артефакт раздавливания на участке лимфатического узла 

(гематоксилин-эозин). На одном краю среза видны темноокрашенные, 

деформированные ядра клеток, некоторые вытянутые и уплощенная, но 

сохраняющая интенсивную базофилию 

 

 
Рисунок 3.5. Участок кожи (окраска: гематоксилин-эозин), на котором 

поверхностный эпидермис и кератин не окрашиваются ни гематоксилином, 

ни эозином из-за остаточного воска 
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Рисунок 3.6. Поверхность блока деформирована («сухая изнутри»), 

образец частично или целиком отделен от парафина 

 

 
Рисунок 3.7. Неполная дегидратация перед заключением под покровное 

стекло. Срез печени (гематоксилин-эозин) 

 

Окрашивание срезов. 

Для того, чтобы приготовленный срез ткани можно было исследовать под 

микроскопом, он должен отвечать ряду требований: 

1. При макроскопическом осмотре на просвет неокрашенный срез хорошо 

различим, а после окрашивания интересующие структуры обладают 

достаточным контрастом. 

2. На срезе нет видимых артефактов (загрязнений, повреждений, крупных 

частиц парафина или красителя, пузырьков и т.п.). 

3. Срез пригоден для длительного хранения. 

Срез, сделанный с блока, не сразу соответствует перечисленным 

характеристикам – он прозрачен, структуры на нём практически не 

просматриваются (срез выглядит как слюдяная пластинка), а также срез 

требует очень аккуратного отношения. Чтобы приблизить качество среза к 
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идеальному для исследования, необходимо провести ряд манипуляций: 

окрашивание, просветление и заключение в сохраняющие среды. 

В основе окрашивания тканевых структур лежат физико-химические 

процессы, которые зависят от свойств тканей и используемого красителя. 

Физические факторы: 

1. Диффузия – проникновение красителя в ткани. 

2. Адсорбция – поверхностное проникновение. 

3. Абсорбция – глубокое проникновение. 

4. Растворимость красителя. 

Химические факторы – это электролитические свойства красящих 

растворов и самих тканей. Именно на этих свойствах основана классификация 

применяемых в гистотехнике красителей: основные, кислотные и 

нейтральные. 

Основные красители – базофильные – это красящие основания или их 

соли. Окрашивают в тканях клеточные и тканевые структуры кислой природы 

(хроматин ядра и ядрышко). К ним относятся гематоксилин, метиленовый 

зелёный, толуидиновый синий и так далее. 

Кислотные красители – оксифильные – это красящие кислоты или их 

соли, в силу чего они окрашивают в клетках и тканях вещества основной 

природы (цитоплазма клеток, волокна соединительной и мышечной тканей и 

др.). К этим красителям относятся эозин, кислый фуксин, конго красный и др. 

Нейтральные красители – соединения красящей кислоты и основных 

красителей. Они окрашивают в тканях специфические структуры. К ним 

относят судан III, эозиновокислый метиленовый синий и др. 

Условия окрашивания: 

1. Время экспозиции для красок вариативно, поэтому окрашивание 

контролируют под микроскопом. 

2. Должна соблюдаться чистота растворов красителей (при 

необходимости их фильтруют). 

3. Растворы водных красителей готовятся на дистиллированной воде. 

4. Окрашивание можно проводить на стекле или окрашивать свободно 

плавающие срезы. 

5. При переносе стёкол из одного раствора в другой необходимо избегать 

загрязнения последующих растворов, для чего стекло промокают 

фильтровальной бумагой. 

Различают несколько способов окраски. Простая, когда в батарее 

присутствует только один краситель – например, метиленовый синий. 

Сложное окрашивание предусматривает наличие в батарее не менее двух 

красителей, например, гематоксилин-эозином, по Ван-Гизону. 

Самый распространённый и используемый в гистологии метод 

окрашивания – окраска гематоксилин-эозином. Этот метод основан на 

удачном сочетании двух противоположных красителей: гематоксилина и 

эозина. 
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Гематоксилин – это природный краситель растительного происхождения. 

Хорошо растворяется в воде, спиртах, глицерине. Обладает основными 

свойствами, окрашивает ядра клеток в сине-фиолетовый цвет. 

Эозин – это искусственный краситель. Он хорошо растворяется в воде и 

спиртах. Благодаря кислотным свойствам эозин придаёт цитоплазме клеток 

розовую, а эритроцитам – ярко-оранжевую окраску. Однако при работе с ним 

требуется аккуратность: при излишнем промывании водой или спиртом эозин 

может вымываться из клеток, а при увеличении времени экспозиции (во время 

окрашивания) даже при маленькой концентрации эозина розовый цвет может 

переходить в фиолетовый. 

Перед окрашиванием парафиновые срезы требуют специальной 

подготовки, так как парафин затрудняет диффузию красителей в ткани, а 

также не обладает достаточной прозрачностью. Поэтому срез подвергают 

депарафинированию. Как уже указывалось выше, растворителями парафина 

являются толуол, ксилол, бензол и др. После окрашивания и перед 

заключением срезов в сохраняющие среды, их ещё раз просветляют в спиртах 

(ксилол, толуол, бензол).  

Для окрашивания гематоксилин-эозином используют следующие 

рабочие растворы: толуол 2 порции, 96° этиловый спирт 2 порции, 

гематоксилин Эрлиха, водный раствор эозина, дистиллированная вода 2 

порции, водопроводная вода. Все растворы наливают в стеклянные баночки, 

краски можно использовать повторно, а воду для каждого стекла меняют на 

свежую. Высушенные срезы депарафинируют и окрашивают по следующему 

протоколу: 

1. 1 порция толуола – погрузить стекло на 5 минут, промокнуть 

фильтровальной бумагой. 

2. 1 порция 96° этилового спирта – погрузить стекло на 5 минут, 

промокнуть фильтровальной бумагой. 

3. 1 порция дистиллированной воды – промыть погружением. 

4. Гематоксилин Эрлиха – погрузить стекло на 5–10 минут (в зависимости 

от зрелости краски, контроль под микроскопом). 

5. Водопроводная вода – погрузить стекло на 5 минут. 

6. Эозин – погрузить стекло на 2–5 минут (в зависимости от погрешности 

концентрации, контроль под микроскопом). 

7. 2 порция дистиллированной воды – погрузить стекло на 30 секунд. 

8. 2 порция 96° этилового спирта – погрузить стекло на 5–10 секунд, 

промокнуть фильтровальной бумагой. 

9. 2 порция толуола – погрузить стекло на 5 минут, промокнуть 

фильтровальной бумагой. 

10. Нанести заключающую среду и покрыть покровным стеклом. 

(Обычно используется полистирол – полимер, растворимый в ксилоле, 

бензоле, толуоле; хорошо подходит для заключения окрашенных срезов). 

 

В электронной микроскопии для изготовления срезов используются 

стеклянные, сапфировые и алмазные ножи. Чаще применяют стеклянные 
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ножи, которые изготавливают с помощью специального прибора – 

найфмейкера (KnifeMaker). Вначале на найфмейкере из длинных стандартных 

стеклянных полосок делают прямоугольные заготовки, затем каждую из них 

режут наискосок, получая один–два готовых стеклянных ножа. 

Для получения полутонких срезов блок затачивают таким образом, 

чтобы вершина усечённой пирамидки была размером с кусочек материала (он 

виден на просвет в блоке). После этого (при необходимости) делают несколько 

срезов до получения зеркального блеска вершинки (под определённым углом 

свет полностью отражается от вершинки, любой дефект поверхности, при 

наличии, обязательно будет виден), и делают один или несколько полутонких 

срезов (толщиной 1–3 мкм). Эти срезы переносят на чистое предметное стекло 

в каплю дистиллированной воды (тонкой иглой, кистью, ресничкой). Затем 

стекло с каплей несколько раз (до 10–15) проводят над пламенем спиртовки – 

вода, находящаяся под срезом, должна испариться, но не должна закипеть. В 

случае закипания воды под срезами образуются пузырьки воздуха (срезы 

деформируются и/или неравномерно закрепятся) – поэтому стекло нужно 

проводить над пламенем быстро, избегая перегрева. При хорошем 

выполнении данной процедуры срезы расправятся на поверхности стекла и 

плотно к нему приклеятся.  

После монтажа среза на стекле срезы в большинстве случаев необходимо 

окрасить экспресс-методикой (обычно используется экспресс-окрашивание 

метиленовой синью: на срез наносится капля раствора красителя – от 15 сек, в 

зависимости от толщины среза и других факторов, после чего срез промывают 

дистиллированной водой, удаляют остатки влаги и подсушивают). 

 Окрашенный полутонкий срез просматривают на световом микроскопе, 

чтобы получить общее представление об исследуемом материале и выбрать 

участок для дальнейшего исследования на электронном микроскопе. 

Выбранный участок блока затачивается под ультратонкую резку аналогично 

заточке под полутонкую, но с меньшей площадью вершины. 

Для заточки блока под ультратонкую резку необходимо:  

1. Просмотреть полутонкие срезы под световым микроскопом и 

схематически их зарисовать (с обозначением следов от ножа);  

2. Блок с препаратом поместить под стереомикроскоп срезанной 

поверхностью вверх;  

3. Получить наиболее качественное изображение необходимых деталей 

объекта (регулируя поворот осветителя и среза);  

4. Срезать с краёв блока участки препарата, которые не будут 

исследоваться (специальным лезвием или лезвием бритвы);  



41 

5. Сформировать окончательные грани пирамидки (заключительные 

резы произвести новым острым лезвием для достижения наиболее 

ровной поверхности). 

Площадь вершины пирамидки, предназначенной для получения 

ультратонких срезов, должна быть минимальной. Эта площадь зависит от 

природы исследуемого материала, от материала блока (типа и качества 

использованных смол), от используемых ножей (их материала и качества) и от 

ультратома. На качестве ультратонкой резки может сказываться и чистота 

блока – на гранях пирамидки не должно быть частиц смолы и пыли – поэтому 

блок после заточки желательно промыть дистиллятом и просушить, оградив 

от пыли. 

Помимо ручной заточки существует возможность заточки с 

использованием специальных устройств – подрезка блоков на ультратомах 

или пирамитомах. Для этого чаще всего пользуются выбракованными 

стеклянными ножами. В пирамитомах изображение полутонких срезов можно 

спроецировать на поверхность блока, а угол заточки устанавливается очень 

точно, что позволяет в итоге возможность очень точно заточить блок с 

необходимым участком на вершине пирамиды – что, в свою очередь, 

позволяет получать лучшее качество срезов, чем при ручной заточке. 

Ультратонкие срезы собирают на поверхность жидкости, находящейся в 

специальной ванночке, которую прикрепляют к стеклянному ножу. Для 

заполнения ванночки чаще всего используется бидистиллированная вода. 

Ванночками могут служить специально изготавливаемые 

производителем пластиковые формы, иногда весьма специализированные с 

наличием закрепляющего винта, некоторые специалисты используют узкий 

металлический скотч. Стандартную ванночку крепят, прикладывая к ножу и 

заливая расплавленным зубоврачебным воском или парафином щель между 

ножом и ванночкой. Это может быть сделано разными способами:  

1. Кусочек парафина или воска помещают на дно ванночки и расплавляют 

путём нагрева её верхней задней стенки в пламени спиртовки, парафин 

хорошо заполняет щели между металлом и стеклом. 

2. Ванночку опускают в расплавленный воск и быстро надевают на нож.  

3. Кусочек воска или парафина наносят на металлический шпатель, 

расплавляют его над пламенем горелки и заливают щель с внешней стороны.  

При любом способе монтажа парафин и воск нельзя перегревать, 

поскольку их пары могут испортить нож, осев на его режущую грань.  

Весь процесс изготовления ультратонких срезов может быть разбит на 

следующие этапы:  

1. Установка образца: блок должен быть закреплён в держателе глубоко 

(чтобы выступало не более 2–3 мм). При резании волокнистых 

ориентированных структур их длинная ось следует расположить 

перпендикулярно к режущему краю ножа. При затачивании пирамидки 

для лучшей ориентации рядом с интересующей структурой можно 

нанести тонкой иголкой точку на срезанной поверхности и в 

дальнейшем использовать эту метку в качестве ориентира. 
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2. Установка ножа: нож устанавливается под углом 5–7° относительно 

оси пирамидки или плоскости её вершины, при этом его лезвие должно 

быть параллельно горизонтальным рёбрам пирамидки (достигается 

поворотом блокодержателя вокруг оси). 

3. Подведение ножа: нож подводят максимально близко к пирамидке 

(менее 1 мм), используя макроподачу (при этом нужно следить за 

шириной щели между пирамидкой и ножом). Нижняя грань пирамидки 

должна находиться в одной горизонтальной плоскости с режущей 

кромкой ножа. Контроль следует осуществлять под 

стереомикроскопом. После этого надо закрепить блокодержатель 

(кронштейн ультратома), установив пирамидку параллельно плоскости 

резания, а затем поднять (или опустить) всю головку с объектом таким 

образом, чтобы уровень ножа соответствовал примерно середине 

блока, и освободить стержень. Направляя луч света на нож и покачивая 

блок с помощью механизма ручного резания, контролировать 

отражаённный от блока световой блик – при приближении ножа к 

блоку он сужается и превращается в линию. Затем производится 

совмещение по вертикали кончика пирамидки объекта и кромки ножа 

(при совмещении они фокусируются в одной плоскости). 

4. Получение первого среза: заполнить ванночку дистиллированной 

водой с помощью шприца или автоматической подачи (необходимо 

получить зеркальце воды, т.к. контроль толщины среза осуществляется 

на основе светоотражения). Край ножа обязательно должен быть 

смочен. Первый срез получают в режиме ручной резки.  

5. Резание: включить механизм автоматической подачи; после получения 

нескольких срезов толщиной 80–90 нм уменьшить скорость подачи до 

нужного уровня, закрыть специальной прозрачной коробочкой нож и 

блок. В ультратомах с термической подачей блока толщина срезов 

соответствует шкале в первые 15 минут, затем следует сделать перерыв 

(включить охлаждение или дать прибору остыть), либо 

скорректировать (увеличить) нагрев. Резание следует начинать средней 

третью ножа, а затем, когда пойдут стабильно хорошие срезы, 

аккуратно передвинуть нож для резания лучшей частью его кромки. 

Для получения хороших ультратонких срезов важна также скорость 

резания. При использовании стеклянных ножей обычно выставляют 

скорость 2 мм/с, однако с учётом ориентации и твёрдости структур, 

угла, наклона и остроты ножа скорость бывает нужно скорректировать 

(для твёрдых образцов больше подходит 1 мм/с или ниже, но кость, 

зубы и некоторые другие структуры лучше резать при 5–10 мм/с) – 

поэтому иногда бывает необходимо подобрать параметры резания 

опытным путём. 

6. Сбор срезов с поверхности воды на сеточку. Толщину срезов в 

нанометрах можно оценить по цвету интерференции: «невидимые» – 

менее 30, серые – ниже 50, серебристые – 60–90, золотистые – 90–150, 

пурпурные – 150–190, синие – 190–240. Бленду или сеточку для 
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электронной микроскопии зажимают в специальный пинцет. Далее 

реализуют два варианта: опускают сеточку сверху на полоску срезов, 

притапливают в ванночке, переворачивают и извлекают сетку; либо 

опускают под воду сеточку, подводят под полоску срезов и аккуратно 

поднимают таким образом, чтобы срезы легли на сетку. Второй способ 

считается более удобным и простым, но каждый исследователь сам 

выбирает удобную для себя методику. 

 

Диаметр стандартной сеточки (бленды) – 3,05 мм; их изготавливают из 

меди, а также никеля, молибдена, нержавеющей стали, золота, платины, родия 

и палладия. Чаще всего используют медные сетки, но если при проведении 

цитохимических процедур срезы подвергаются окислению, то используют 

сеточки из инертных металлов. Все манипуляции с сеточками осуществляют с 

помощью специализированных пинцетов; основные требования к ним – они 

должны быть тонкими, прочными и антистатическими. 

Бленды используют с плёнками-подложками из пластика или углерода 

толщиной 20–40 нм – подложка должна быть тонкой, прочной и свободно 

проницаемой для электронов. Сеточки с маленькой ячеёй могут 

использоваться без опорных плёнок, но срезы могут слететь с сетки, поэтому 

такие образцы требуют очень аккуратного обращения. По этой причине сетки 

тоже часто используют с подложками: для стабилизации срезов, просмотра 

изолированных клеток, бактерий, вирусов, наночастиц и при исследованиях 

методом негативного контрастирования. 

 

3.5. Просмотр срезов в световом микроскопе 

Микроскопирование – основной метод изучения гистологических 

препаратов. Для микроскопрования применяют обычные световые 

микроскопы и их разновидности, в которых используются источники света с 

различными длинами волн. С помощью современных световых микроскопов 

можно изучать на срезах тонкое строение клеток и тканей. Размер наименьшей 

структуры, которую можно увидеть в световом микроскопе, определяется 

наименьшим разрешающим расстоянием. Разрешающая способность 

световых микроскопов ограничена десятыми долями микрона (микрометра). 

К световой микроскопии относят также фазово-контрастную 

микроскопию, флуоресцентную и ультрафиолетовую. 

Изучение препарата начинают с осмотра невооружённым глазом: 

изучают целостность и толщину среза, равномерность окрашивания, наличие 

или отсутствие следов от лезвия. Если никакие дефекты не выявлены, 

предметное стекло ставят на предметный столик микроскопа покровным 

стеклом вверх, зажимают клеммами и с помощью винтов столика подводят 

под объектив. 

Микроскопическое изучение начинают под малым увеличением (окуляр 

7–10×, объектив 8–10×). Так видна общая картина, которая не определяется 

невооруженным глазом: распознаётся орган, дифференцируется и 
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классифицируется ткань, намечаются границы нормальной и патологической 

структуры, даётся общее описание состояния капсулы органа, паренхимы, 

стромы, сосудов (их стенки, просвет, кровенаполнение, пропитывание стенки 

плазмой, миграция форменных элементов крови, периваскулярной ткани 

(наличие в ней отёка, воспалительной реакции) и т.д.). 

Далее приступают к более подробному изучению препарата. Для этого 

объектив с помощью револьверной системы меняют на увеличение 40×. 

Исследование проводится в такой же очерёдности, как при малым увеличении, 

но более подробно изучается каждая структурная единица, и особо тщательно 

изучаются те зоны, которые подвержены наибольшим изменениям (наличие 

или отсутствие изменённой капсулы органа, состояние сосудов в ней, 

патологические клетки паренхимы, состояние оболочки и цитоплазмы клеток, 

их ядер, отношение к красителям, наличие включений в клетках, их 

взаимосвязь и др.). При микроскопии стромы дают характеристики 

волокнистых структур, клеточного состава соединительной ткани, наличие 

отёка, кровоизлияний, воспаления, инородных включений. В некоторых особо 

сложных случаях нужным бывает раздельно описать состояние и структуру 

конкретных артерий, вен или даже капилляров (состояние как в целом стенки 

сосуда, так и отдельных её слоёв, содержимое просвета).  

Изучение полого органа заключается в описании его характеристик по 

каждому слою отдельно. 

При описании железистых структур в первую очередь обращают 

внимание на содержимое их просвета и на особенности формирующих железу 

клеток и их отдельных элементов. Раздельно дают описание состояния 

сосудов и мелких и крупных выводных протоков. 

На основании сделанных описаний формулируется общий итог 

(например, ставится диагноз или пишется заключение). 

 

3.6. Просмотр срезов в просвечивающем электронном микроскопе 

После контрастирования и просушки с помощью специального пинцета 

сеточку со срезами помещают в объектодержатель электронного микроскопа. 

При этом нужно учитывать, что микроскоп по всем параметрам должен быть 

полностью готов к работе, а самое главное – правильно отъюстирован. Далее, 

как правило, на небольшом увеличении находят участок сеточки со срезами. 

Одним из важных нюансов начала просмотра является постепенное 

увеличение яркости луча, так как в противном случае, особенно при слишком 

тонких срезах, зачастую происходит расплавление среза и безвозвратная 

потеря материала. 

При съёмке нужно также учитывать анатомические особенности 

снимаемого биологического объекта, от которых зависит кратность 

применяемого увеличения. В любом случае важно снимать на нескольких 

увеличениях, так как малые дают возможность охватить большую площадь 

изображения, а значит получить более общее представление, а большие – 

различить необходимые нюансы ультраструктуры. 
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Для получения качественных снимков важно правильное соблюдение 

фокусировки изображения и экспозиции съёмки. 

При этом все ошибки, если они были допущены на этапах подготовки 

срезов к просмотру, станут на этом этапе очевидны (рис. 3.8–3.15). При 

просмотре срезов необходимо иметь в виду возможность возникновения 

подобных явлений и учитывать их при интерпретации получаемых 

изображений. 

 

 
Рисунок 3.8. Выпадение кристаллов контрастёра разной интенсивности 

на срезах почки 

 

 
Рисунок 3.9. Частично выкрошенная смола на срезе бактериального 

препарата 
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Рисунок 3.10. Локальная деформация смолы на срезах гепатоцита  

(слева – по центру ядра, справа – в липидных каплях) 

 

 
Рисунок 3.11. Возникновение складок  

при монтаже срезов различных тканей 
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Рисунок 3.12. Наложение двух срезов друг на друга при монтаже срезов 

различных тканей 

Рисунок 3.13. Разрывы среза 

Рисунок 3.14. Следы от ножа на срезе разной степени выраженности 

(от едва заметных до сопряжённых с разрывом) 
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Рисунок 3.15. Попадание на срез посторонних частиц – ворсинок, 

фрагментов медной сетки, пыли  
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4. Исследование ультраструктур:  

теоретические и практические аспекты 

4.1. Выводы об объёмной структуре по срезам: общие вопросы 

При изучении микрофотографии среза биологической ткани мы имеем 

дело с очень тонкой плоскостью, проходящей под углом, заданным 

исследователем при резке полимерного блока, через случайную зону данной 

конкретной клетки. Это порождает две основные проблемы – проблему 

интерпретации видимых на микрофотографии изображений и проблему 

соотношения истинных размеров ультраструктур, видимых на изображении. 

На эти две проблемы исследователи обращают внимание давно. В 

качестве примера можно привести иллюстрации из классических учебников 

по гистологии (рис. 4.1.). 

 

 

 
Рисунок. 4.1. Сечения, проходящие через объекты различной формы в 

разных плоскостях, и изображения, наблюдаемые при этом на срезе  

(К. В. Юсупова по: Хэм, Кормак, 1982) 
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Рисунок. 4.2. Микроворсинки, расположенные под разным углом 

к плоскости среза 

 

Получается, что на срезе мы практически всегда будем видеть в большей 

или меньшей мере искажённые изображения ультраструктур, форму которых 

сложно правильно интерпретировать (за исключением редких случаев, когда 

срез прошёл идеально – параллельно или перпендикулярно плоскости 

симметрии структуры). Помочь решить эту задачу могут только два подхода: 

реконструкция на основе серийных срезов (что является сложной задачей даже 

в нашу эпоху тотальной компьютеризации исследований), либо 

приобретённый морфологом опыт в наблюдении и описании срезов. 

Точно так же при исследовании микрофотографий ультраструктур клеток 

всегда нужно помнить, что измерения, которые мы получим на срезах, 

практически никогда не соответствуют непосредственно какому-то 

определённому размеру формы наблюдаемых структур. И правда – измеряя 

искажённое изображение ультраструктуры, не соответствующее формой и 

размерами исходной структуре, мы не можем получить не искажённые 

числовые значения. 

Из этих предпосылок можно было бы прийти к выводу, что даже при 

работе на идеально откалиброванном микроскопе проведение каких-либо 

измерений на срезах биологических тканей совершенно нецелесообразно. Но 

не стоит торопиться с выводами. 

Дело в том, что, если речь идёт об одном конкретном измерении одной 

конкретной структуры, измерять её и делать выводы на основании одного 

этого промера – действительно нецелесообразно. Однако совсем иначе будет 

обстоять дело при измерении на срезе большого числа однородных объектов. 

Действительно, для нас в большинстве случаев больший интерес будет 



51 

представлять не то, какой формы или размера конкретная органелла в клетке, 

а то, как отличаются органеллы из разных выборок (например, в клетках, 

взятых из разных тканей, или от животных, которые подверглись различным 

воздействиям). 

Ответ на вопрос, как именно будут соотноситься измерения среза частиц 

и истинного размера этих частиц в некотором объёме пространства, был дан 

ещё в XIX веке. Этот ответ известен с 1842 года из геологии под названием 

«принцип Делесси» (Delesse principle), по фамилии автора – его открыл Achille 

Ernest Oscar Joseph Delesse (1817–1881). 

Принцип формулируется так: при большом количестве измерений доля 

площади сечений некоторого компонента на площади среза будет равна доле 

объёма, занимаемого данным компонентом в общем объёме. 

Этот вывод, кажущийся интуитивно понятным, позже был многократно 

подтверждён как теоретическими, так и практическими проверками его 

применимости в разных областях науки – в том числе цитоморфологии и 

гистологии, так как этот принцип работает даже на частицах разной формы и 

размера (каковыми, по сути, и являются клетки в тканях и органеллы в 

клетках). 

Это очень полезное знание, но оно оставляет нерешёнными два вопроса: 

1. Каковы границы применимости этого принципа? 

2. Как понять, что мы сделали достаточное количество измерений, 

чтобы сделать какие-либо выводы? 

Конкретные ответы на эти вопросы мы рассмотрим в следующих 

разделах, а пока ограничимся некоторыми общими замечаниями. 

Во-первых, какие выводы мы НЕ можем сделать на основании изучения 

среза клеточных структур: 

1. Мы почти ничего не можем сказать о каждой отдельной изученной 

клетке – например, сколько в ней тех или иных органелл, как они 

распределены в этой клетке и т.п. 

2. Мы не можем сказать почти ничего конкретного о каждой 

отдельной клеточной структуре – каков объём ядра или отдельной 

митохондрии, какова форма отдельной органеллы и т.п. 

Какие же выводы мы можем делать по срезам? Мы можем: 

1. Дать математическое описание «усреднённых» количественных 

характеристик тканей, клеток и ультраструктур – сколько в среднем 

таких органелл содержат клетки такого типа; какого размера 

данные структуры в целом; какой обобщённой формы изучаемые 

структуры (если использовать формулы, описывающие форму); 

какова протяжённость мембран или средняя площадь 

соприкосновения двух сред и т.п. 

2. Выявить статистические различия и сходства характеристик 

структур у разных изучаемых групп. 

3. Сделать некоторые экспертные выводы о клетках и органеллах 

данного типа – правда, для этого требуется большой практический 

опыт их изучения, который позволит делать выводы «на глаз». 
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Чтобы сделанные нами выводы были точны, как проистекает из принципа 

Делесси, мы должны получить большое количество измерений. При этом в 

практике исследовательской деятельности перед учёным всегда стоит 

дилемма: изучить максимально подробно что-то малое, или же изучить что-то 

большое, но в общих чертах. Конечно, хотелось бы иметь подробную и 

глубокую глобальную информацию, но на это требуется слишком много 

времени и сил. При изучении морфометрических характеристик срезов 

статистический ответ на эту дилемму заключается в том, что 

предпочтительнее изучить большее количество срезов менее подробно, чем 

получить подробную информацию о меньшем количестве срезов.  

 

4.2. Типы получаемых величин 

Общим местом всех рекомендаций по проведению исследований в любой 

области является то, что при подготовке к исследованию (особенно 

подразумевающего получение количественных данных) необходимо 

предварительно определить: 

а) цель наблюдения; 

б) тип данных и конкретные показатели, которые планируется получить 

(актуальной задачей является ограничение количества показателей, т.к. 

большее количество измеренных показателей зачастую не даёт полезной 

информации, при этом усложняя анализ данных и делая статистические 

выводы менее надёжными); 

в) необходимый и достаточный объём данных, который планируется 

получить. 

Как известно, при проведении исследований принципиально возможно 

сделать наблюдения количественные и качественные. На основе таких 

наблюдений получают три типа данных, подразумевающих затем различную 

обработку: 

1. Категориальные. Это данные, которые нельзя сравнивать по принципу 

«больше или меньше». Всякий раз, когда мы различаем видимые объекты по 

качественному признаку (то есть, относим к какой-то категории) – мы 

получаем категориальные данные.  

2. Дискретные. Эти признаки выражены целыми числами – например, мы 

можем посчитать количество наблюдаемых клеток крови, или количество 

лизосом в цитоплазме, или число крист в матриксе митохондрии. Это будут 

целые числа (если только мы не предпримем дополнительные расчёты). 

3. Непрерывные (континуальные). Это числа, называемые 

действительными – любые числа, включая дробные. К ним относятся любые 

измеряемые характеристики: длина и ширина, площадь, периметр, объём и 

другие. 

В исследовании биологических структур категориальные данные – это 

важный тип данных. С точки зрения статистики такие данные соответствуют 

понятию «случайные события» – то есть, с некоторой вероятностью объект 

может обладать или не обладать некоторым признаком (например, после 



53 

воздействия клетка может остаться живой или погибнуть). В исследованиях 

часто вычисляют долю объектов, обладающих некоторым признаком, к 

общему количеству объектов (или к количеству объектов, не обладающих 

этим признаком). Однако зачастую такие данные обладают существенным 

недостатком. Этот недостаток – субъективизм получаемых на их основе 

оценок (то есть, зависимость от того, кто именно проводит их оценку). Когда 

речь идёт о наиболее простых, очевидных признаках – это не составляет 

проблемы (например, несложно отличить одноядерную клетку от 

двуядерной); но по мере усложнения анализируемых признаков субъективизм 

оценки начинает оказывать всё большее влияние на получаемый результат. По 

этой причине до начала сбора данных такого типа стоит максимально чётко 

определить критерии предстоящей категоризации, а ещё лучше – попытаться 

формализовать принцип отнесения к той или иной категории (там, где это 

возможно). 

К двум оставшимся типам относятся мерные признаки, то есть признаки, 

которые изначально выражаются числами; с точки зрения статистики они 

относятся к понятию «случайная величина» – то есть, с некоторой 

вероятностью этот признак будет равен некоторому числу (включая ноль!). 

Здесь производится измерение признака, присущего всем структурам в 

выборке, но выраженного в разной степени – причём величина может быть 

дискретной или непрерывной (например, на митохондриях, попавших в 

выбоку, может быть проведён подсчёт крист либо замер площади сечения). 

К наиболее распространённым данным дискретного типа относятся такие 

характеристики, как: количество определённых структур в единице объёма 

ткани, количество структур в структурно-функциональной единице 

(например, количество определённых органелл в клетке или определённых 

структур в органелле). 

Из характеристик непрерывного типа наиболее распространены две 

группы: 

1. Относительные (доли объёма, занимаемые в единице объёма 

клетки) и абсолютные объёмы структур. 

2. Показатели, характеризующие протяжённость и поверхность 

структур (такие, как длина профиля структур на плоскости среза и 

концентрация поверхности чего-либо в единице объёма – мембран 

или поверхностей контакта двух сред). 

 

4.3. Измерение структур 

Для получения необходимых числовых данных возможны различные 

подходы, в настоящее время заключающиеся, как правило, в использовании 

компьютерных программ большей или меньшей степени сложности. 

Морфометрические программы часто бывают включены в комплект поставки 

микроскопа или используемой цифровой камеры. Однако есть и другие 

варианты – программы сторонних разработчиков, распространяемые на 

платной основе или бесплатно (при этом не стоит испытывать предубеждения 
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к бесплатным программам: среди них можно найти те, которые будут отвечать 

целям предстоящего измерения). 

Современные морфометрические программы позволяют проводить 

измерения не только в ручном режиме, но и при помощи алгоритмов 

машинного зрения и обучения нейросетей. Однако, к сожалению, получаемые 

изображения не всегда бывают подходящими для анализа с помощью 

машинного зрения (например, контраст между цитоплазмой и 

ультраструктурой недостаточен для однозначного машинного различения) – и 

требуют предварительной обработки настолько сложной, что измерение в 

ручном режиме становится более простым вариантом.  

Несмотря на то, что полностью ручная обработка (без использования 

вычислительной техники) уже давно фактически не используется, полезно 

знать эти методики, так как данные подходы всё же могут оказаться 

полезными – ведь основным направлением в полностью ручной морфометрии 

можно считать попытки снижения трудоёмкости процедуры измерений без 

существенных потерь репрезентативности информации. 

Первая, и самая очевидная методика – прямое измерение. Но эта методика 

применима только в случае макрообъектов – когда мы можем напрямую 

взвесить орган или его часть, измерить ширину и длину или его объём 

(опустив в воду). 

Очевидно, что для объектов микромира (и даже для увеличенных 

фотографий их срезов) процедуры прямого измерения чаще всего 

неприменимы. И если длину и ширину объекта на его фотографии (при 

наличии калибровочной шкалы, разумеется) измерить при помощи обычной 

линейки более или менее просто (в зависимости от формы) – то с 

определением других характеристик (площадь, периметр) дело обстоит много 

сложнее. 

Допустим, длину сложной кривой линии ещё как-то можно измерить 

(наложив на неё нить или использовав специальный прибор – курвиметр), но 

как быть с площадью? 

Один из подходов, который применялся на заре морфометрический 

исследований по микрофотографиям – это вырезание интересующих структур 

из фотографии, взвешивание получившихся фигур и сравнение с весом всей 

фотографии, площадь которой известна. Понятно, что это крайне трудоёмкая 

методика, к тому же сильно зависящая от многих сторонних факторов (таких, 

как равномерность плотности бумаги, например). 

Ещё один метод измерения – это наложение планиметрической линейки 

(прозрачная пластина, расчерченная квадратами известной площади; 

подсчитываются квадраты, занятые интересующей структурой). 

Измерить примерную площадь структуры можно также, наложив на её 

изображение эталонную фигуру известной площади, полностью 

покрывающую её контур – понятно, что такие измерения будут очень неточны, 

но подходят для ряда специфических задач (распределение объектов по 

размерным классам и их дифференциальный учёт). 



55 

Наиболее точными методиками определения относительных площадей 

структур являются методики, разработанные на основе принципа Делесси и 

теории вероятности – линейного интегрирования и тест-систем. 

Из принципа Делесси следует, что соотношение площадей различных 

сред на срезе при большом количестве измерений будет соответствовать 

соотношению их объёмов. Для того, чтобы этот принцип работал, более важно 

количество использованных срезов, а не их суммарная площадь. 

Фактически, методы тест-систем сводятся к наложению на изображение 

систем специальных тест-объектов (определённым образом расположенных 

точек, полос, окружностей либо других фигур) и дифференциального учёта 

характеристик среза, находящегося под ними. 

Например, суть линейного интегрирования состоит в том, что на 

изображение накладывается некоторое число линий известной длины и 

подсчитывается отношение длины линий, приходящейся на интересующие 

структуры, к общей длине линий, наложенных на фотографию. Этот метод 

был востребован, когда доля измеряемых частиц в общем объёме очень 

низка – 5 и менее процентов. 

В остальных случаях мог быть применён метод наложения правильной 

решётки, в узлах которой находились точки. Подсчитав на большом 

количестве снимков количество точек, попавших на интересующую 

структуру, и точек, не попавших на неё, можно вычислить среднюю долю 

объёма этой структуры в общем объёме. Точки могут располагаться по-

разному, выбор конкретной системы принципиального значения не имеет. Тем 

не менее, основным принципом является то, что точки должны быть 

распределены изучаемому срезу равномерно, потому предпочтительно 

использовать гексагональные (шестиугольные) системы. Точность анализа 

при использовании тест-систем зависит не от количества точек в одном поле 

зрения, а в первую очередь от числа проанализированных полей зрения, 

поэтому лучше просмотреть больше полей зрения с меньшим числом точек, 

чем наоборот. (Фактически, мы приходим к двум предельным случаям. В 

первом мы получаем точные данные о срезе при изучении большого 

количества срезов, на каждом из которых учитывается только одна точка, 

равноудалённая от краёв поля зрения. При бесконечном увеличении 

анализируемых точек мы приходим к компьютерному анализу изображения, 

когда для фотографии учитывается количество пикселей, которые приходятся 

на структуру, и пикселей, которые к ней не относятся; поскольку такое 

увеоичение количества точек существенным образом не сказывается на 

точности анализа, количество проанализированных полей зрения также 

должно быть очень велико). 

Возможны и более сложные подсчёты. Например, при помощи тест-

системы можно дать математическое описание формы изучаемых объектов. 

Например, на изображение может быть наложена система линий известной 

длины (обозначим эту длину r). Для этой тест-системы могут быть подсчитаны 

количество попаданий концов линий в интересующую структуру (h) и 

количество пересечений линий с границами этой структуры (c); тогда  
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rh/c = 4×(∑V/∑S), где ∑V – суммарный объём этих структур, ∑S – их 

суммарная площадь. 

 

4.4. Выборки в ультраструктурных исследованиях 

Получение данных о любом явлении принципиально может быть 

реализовано двумя способами: 

1. Проведение сплошного исследования. В этом случае получают данные 

абсолютно обо всех элементах, формирующих это явление – например, 

можно попытаться рассмотреть все клетки, из которых состоит 

некоторый орган. Полученные таким способом данные будут 

характеризовать так называемую «генеральную совокупность» – то 

есть, совокупность данных обо всех объектах, которые есть в 

действительности. 

2. Проведение выборочного исследования. При таком подходе из 

генеральной совокупности отбирается для исследования небольшое 

число объектов. Полученные таким образом данные описывают только 

часть объектов, входящих в генеральную совокупность, но на их 

основании можно сделать выводы, которые с некоторой (измеримой) 

точностью можно перенести на всю генеральную совокупность. 

Несложно догадаться, что исследования в гистологии и цитоморфологии 

основываются на выборочном методе исследования – поле зрения микроскопа 

(а особенно – электронного микроскопа) захватывает лишь незначительную 

часть объёма или площади исследуемого органа. Понятно, что сбор данных 

обо всех клетках и всех органеллах, формирующих определённый орган или 

составляющих некоторую ткань, будет крайне трудоёмкой, а с учётом 

технических ограничений, накладываемых современными методиками – 

абсолютно не выполнимой задачей. 

Но можно ли переносить выводы о небольшом количестве объектов на 

все подобные объекты? 

Если выборка сформирована правильно – то да, с поправкой на 

допустимую неопределённость этого вывода (как правило, вероятность 

ошибки в 5% считается допустимой в биомедицинских исследованиях; в 

других случаях задаются более жёсткие требования). 

Но как же сформировать выборку «правильно», чтобы выводы были 

корректными? 

Необходимо учитывать два основных подхода к формированию 

исследуемой выборки: повторность и рандомизация. 

Повторность важна для того, чтобы независимым образом получить 

данные, которые при единичном замере могут оказаться случайными. 

При этом повторности должны достигаться правильным образом. 

Проведём мысленный эксперимент. Допустим, мы хотим оценить форменные 

элементы в крови лабораторных крыс (в нашей экспериментальной группе их 

будет 10). Если мы исследуем только один мазок крови только у одной 

крысы – есть некоторая вероятность того, что в силу случайных причин 
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качество мазка не будет соответствовать требованиям к нему (например, 

форменные элементы будут разрушены, или мазок получится слишком 

толстым). Если мы сделаем дополнительные мазки – мы с большей 

вероятностью получим интересующие нас данные. 

Но как сделать выводы обо всей группе крыс, которые используются нами 

в эксперименте? Желательно взять кровь у всех десяти особей. Но если после 

забора крови крыса каждый раз будет возвращаться обратно в садок, есть 

вероятность того, что одна и та же крыса будет исследована дважды – 

например, она крупнее других или менее подвижна. (На самом деле, в ещё 

более теоретическом случае, когда мы не глядя случайным образом извлекаем 

крыс из садка, есть малая, но не нулевая вероятность того, что одна и та же 

крыса будет исследована все десять раз. Эта вероятность составит 0,1-10, или, 

иначе говоря, в одном случае из десяти миллиардов – она крайне мала. Но при 

этом одна и та же крыса попадёт в выборку трижды с вероятностью 0,1-3, или 

в каждом тысячном случае – что уже не очень-то невероятно). Таким образом, 

для получения повторностей корректным образом должна быть обеспечена 

независимость этих повторностей (например, после забора крови крысы 

должны быть отсажены в другой садок). 

Принцип рандомизации заключается в том, что мы должны сформировать 

случайную выборку – все объекты, входящие в генеральную совокупность, 

должны иметь равные шансы в неё попасть (правда, следует оговориться, что 

не во всех случаях этот подход продуктивен: когда структуры в органе 

распределены неравномерно, часто формируется систематическая выборка – 

что будет рассмотрено в следующем разделе). 

При этом очень часто совершаемая ошибка заключается в том, что 

исследователь (особенно начинающий) не делает различия между случайной 

выборкой и произвольной. 

Как уже было сказано, случайная (рандомная) выборка – это выборка, в 

которую равновероятно войдёт любой объект из изучаемой группы; 

произвольная выборка формируется нами «псевдослучайно» – бессистемно и 

на основе неосознаваемых алгоритмов. 

Например, при выборе десяти крыс из сотни можно присвоить каждой 

крысе порядковый номер и выбрать десять из них по таблице случайных 

чисел – мы получим случайную выборку. При произвольном выборе мы 

отберём «первых попавшихся» десять крыс. На самом деле, мы можем 

выбрать десять самых крупных, или самых медленных, самых ухоженных или 

выглядящих наиболее больными – в этом случае мы получим крыс, 

неслучайно объединённых по какому-либо признаку. 

Примечательно, что не вполне случайная выборка может получиться 

даже при формальном соблюдении процедуры рандомизации: мы можем 

присвоить крысам порядковые номера, но «наобум» называть номера, которые 

мы возьмём для исследования. Однако последовательность чисел, которые 

человек называет «из головы», статистически отличается от случайной 

числовой последовательности. Поэтому наиболее непредвзятый способ отбора 

номеров – всё-таки с использованием случайного числового ряда (такие 
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последовательности легко сгенерировать, например, в программе MS Excel, 

используя соответствующую формулу). 

Эти принципы распространяются не только на особей, которых 

планируется использовать в опыте – они актуальны на всех уровнях 

проведения исследования. Мы можем неосознанно выбрать для описания и 

измерения наиболее «красивый» или «интересный» срез, наиболее 

«характерный» участок органа, наиболее «приглянувшееся» поле зрения: во 

всех этих случаях выборка будет неслучайна. 

Итак, мы можем сформировать для детального изучения выборку 

случайную или неслучайную. 

Неслучайная выборка может быть: 

 Произвольной – при бессистемном выборе. 

 Типовой – когда мы выбираем для изучения только «типичные» 

объекты (на основе какого-либо критерия). 

 Квотированной – когда доля объектов разных категорий 

соответствует структуре совокупности (например, нам изначально 

известно, что нейронов в мозге в 10 раз больше, чем глиальных 

клеток, поэтому мы производим выборку, повторяющую это 

соотношение – на каждый измеренный нейрон приходится 10 

измеренных клеток нейроглии). 

Случайная выборка бывает: 

 Простой – когда мы отбираем все элементы по таблице случайных 

чисел. 

 Систематической – при выборе первого элемента по таблице 

случайных чисел, а далее – подряд (или через какой-то интервал), 

до достижения определённого, заранее заданного числа измерений. 

 

4.5. Получение выборки на разных этапах исследования 

В этом разделе мы коснёмся практических вопросов формирования 

непредвзятых выборок. Как уже было рассмотрено выше, для получения 

объективных результатов необходимо исключить субъективные факторы из 

процедуры отбора образцов (не важно, идёт ли речь о подопытном животном, 

органе, части органа или клеточной популяции) и полей зрения для изучения 

(всё равно, в оптическом или световом микроскопе будет осуществляться 

наблюдение). Соответственно, на каждом уровне исследования нужно будет 

независимым образом повторять процедуру формирования случайной 

выборки. Следует отметить, что процедуры отбора кусочков ткани для 

гистологического и ультраструктурного исследования, а также отбор срезов и 

полей зрения для гистологического и ультраструктурного исследования 

отличаются друг от друга только размером отбираемых и изучаемых образцов, 

в то время как принципиальных отличий в процедурах формирования выборки 

между ними нет. 

В одном из прошлых разделов мы задавались вопросом, всегда ли 

применим принцип Делесси. Ещё одним важным ограничением, помимо 
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достаточно большого количества наблюдений, является требование к 

распределению изучаемых структур: важно, чтобы они были распределены в 

объёме случайным образом. Очевидно, что не во всех органах и не во всех 

случаях это соблюдается (например, волокна мышечной ткани строго 

ориентированы, в случае очаговых поражений патологически изменённые 

клетки будут сконцентрированы в одной области и т.д.), поэтому требования 

к отбору материала для изучения от случая к случаю будут различными. 

При этом стоит оговориться, что случайность распределения структур 

относится только к определенной части ткани. Даже если изучаемые 

структуры хорошо организованы в структуры более высокого порядка, можно 

сделать вывод о случайном распределении структур, если сечения участка 

органа (блока) во всех направлениях пространства дают одинаковые 

изображения (то есть, сами структуры не демонстрируют закономерностей 

положения в единице объёма ткани).  

В случае, если для анализа выбираются блоки ткани из органа, для 

которого возможно осуществлять случайный выбор зоны для исследования, 

методика будет выглядеть следующим образом.  

Изучаемый орган следует рассечь (перпендикулярно к направлению 

прохождения протоков, сосудов и нервов) на пластины равной толщины 

(равной высоте кусочков, необходимых для исследования). Пластины уложить 

в кювету плотно друг к другу, после чего наложить на них решётку с 

пронумерованными ячеями (рис. 4.3.). После этого запланированное 

количество образцов можно получить, проводя отбор из тех ячей, на которые 

укажет таблица случайных чисел (если под выбранной ячеёй окажется пустота 

либо непригодный для исследования участок, вместо этой ячеи выбирают 

другую – также по таблице случайный чисел, либо соседнюю ячейку в 

соответствии с заранее определённой процедурой – например, примыкающую 

с правой стороны). Случайную выборку можно сформировать и иным 

способом – без использования таблицы случайных чисел. Одна из методик 

заключается в том, что весь объём органа разделятся на блоки, которые 

тщательно перемешиваются, укладываются на плоскость и из них выбирается 

один, находящийся в заранее заданном положении (например, находящийся 

по центру, в нижнем углу или в каком-либо другом месте); после этого 

процедура повторяется необходимое количество раз до достижения 

требуемого количества отобранных блоков. 

Если случайный отбор невозможен (например, в случае очаговых 

поражений или в случае органов, состоящих из резко отличающихся 

структур), процедура видоизменяется. 

Первые три шага совпадают с предыдущей процедурой – орган следует 

разделить на пластины, уложить их рядом и наложить сетку с номерами. 

Однако теперь случайный выбор блоков ткани нужно будет осуществлять два 

или более раз (в соответствии с количеством типов морфологически 

различных областей: например, области, соответствующие норме, и очаги 

поражения будут составлять две различных области, из которых выбор блоков 

будет осуществляться независимо). Необходимо будет два (или более) набора 
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цифр, соответствующих изучаемым областям органа, и случайным образом 

независимо отобрать номера из этих наборов. В случае, если мы будем 

отбирать из этих областей не равное количество блоков, а количество блоков 

в соответствии с представленностью в органе той или иной зоны – мы получим 

стратифицированную случайную выборку. 

 

 
Рисунок. 4.3. Случайный выбор блоков из нормального органа и выбор 

из органа с очаговыми поражениями 

 

После того, как были отобраны блоки для изготовления срезов, они 

проходят пробоподготовку в соответствии с процедурой, применимой в 

данном конкретном случае. После фиксации производится случайный отбор 

блоков для дальнейшего изучения. Процедура похожа на ту, по какой эти 

блоки отбирались из органа: блоки выкладываются в кювету или чашку Петри, 

нумеруются, а затем отбор блока для резки происходит по таблице случайных 

чисел. 

Срезы для изучения выбираются двумя способами. 

Первый способ предполагает изготовление серии срезов и их отбор по 

таблице случайных чисел. 

Второй способ менее трудоёмкий. До начала резки выбирают случайные 

номера срезов, упорядочивают их по возрастанию, а затем при резке блока 

отбирают только «нужные» срезы (например, отрезая более толстые куски 

блока, соответствующие пропускаемому количеству срезов). Одним из 

вариантов такого подхода является ещё более упрощённая процедура, когда 

срезы отбираются систематически с фиксированным шагом (то есть, после 

каждого отобранного среза отбрасывают, например, 5 срезов, или срезают 

кусок блока, в 5 раз превышающий толщину отобранного среза). При изучении 
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срезов с помощью электронного микроскопа таким же образом можно 

выбирать не отдельные срезы, а серии срезов.  

Поля зрения для изучения также должны быть отобраны в соответствии с 

одной из процедур, обеспечивающих рандомизацию выборки. 

Для изучения препаратов в световом микроскопе подходят процедуры, 

при которых на срез накладывается пронумерованная сетка с ячеями, 

сравнимыми по размеру с полем зрения, после чего по таблице выбирают 

номера полей зрения для анализа; возможен также случайный выбор 

координат координатного столика (рис. 4.4). Разновидностью таких процедур 

является систематический отбор заданного количества полей зрения, начиная 

с поля, выбранного случайным образом. 

 

 
Рисунок 4.4. Координатный столик. А – поле зрения; Б – столик с 

установленными координатами 

 

Те же процедуры применимы и для отбора полей зрения в электронном 

микроскопе, но с поправкой на технические особенности реализации 

методики. Например, прямое наложение координатной сетки на срез в этом 

случае не представляется возможным. Однако могут быть пронумерованы 

ячейки сетки, указывающей положение луча, а также координатная сетка 

может быть наложена на смотровое окошко, в котором сначала на малом 

увеличении выбирают участок для изучения, а потом выбранный участок 

исследуется на большем увеличении. В случае, когда срез смонтирован на 

сетке, ячеи могут быть пронумерованы относительно – например, начиная с 
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левой верхней ячейки, содержащей срез, и далее по срезу «змейкой» (со 

сменой направления нумерации каждый раз при достижении края среза). 

Систематический отбор полей зрения, начиная со случайного, здесь также 

возможен; при этом наилучшей тактикой является отбор полей зрения, 

примыкающих к заданному углу ячейки (например, правый нижний угол). 

(рис. 4.5). 

 

 
Рисунок 4.5. Слева: на малом увеличении выбраны только участки, 

содержащие интересующую ткань, проанализированы заштрихованные 

участки. Справа: систематически проанализирован левый верхний угол всех 

ячей 

 

Вопрос же о том, является ли полученная нами совокупность замеров 

достаточной для получения достоверных результатов, решается 

инструментами вариационной статистики. Априорно (то есть, до получения 

каких-либо измерений на конкретной выборке) решить этот вопрос 

невозможно; однако большое подспорье представляет проведение 

ориентировочного исследования, то есть, получения небольшого количества 

предварительных данных. Для этих целей создают выборку, например, из a 

элементов (a должно быть не слишком большим и не слишком малым – от 10 

до 30 элементов). 

Далее необходимо чётко отграничить тип переменной, которая будет 

подвергаться анализу: будет ли она отражать случайные события или 

случайные величины (являться мерным признаком) – подходы к их анализу 

будут разными. (Подробнее типы величин были рассмотрены в гл. 4.2.). 

Для случайных событий (категориальных величин, доли носителей 

некоторого признака в исследуемой совокупности) применима формула: 
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𝑛 =
𝑡2×𝑝×𝑞

∆2
, 

где n – необходимое число измерений, р – относительная частота наблюдений 

случайного события, q – относительная частота отсутствия случайного 

события, Δ – предельная допустимая ошибка (обычно не более 0,05),  

t – критерий надёжности. 

Какие значения использовать в этой формуле, проще всего будет 

разобрать на примере. Допустим, мы исследовали клеточную популяцию из 

100 клеток, 30 из которых оказались погибшими в результате изучаемого 

воздействия, а 70 – жизнеспособными. Тогда p=(30/100)=0,3; q=(70/100)=0,7. 

Величины Δ и t задаются исследователем, по большому счёту, произвольно – 

в зависимости от желаемой степени точности исследования. Как правило, 

предельная ошибка задаётся не более 0,05, а t выбирается из таблицы значений 

коэффициента Стьюдента (для уровня надёжности 0,95 – наиболее часто 

используемого – t принимают за 1,96). В этом примере, если всё посчитано 

верно, с учётом округления должно получиться, что необходимо учесть не 

менее 323 структур. 

Со случайными величинами (мерными признаками) подход к расчёту 

достаточной выборки будет несколько другим. 

Например, мы можем выяснить, является ли уже проведённое количество 

измерений достаточным на принятом уровне безошибочного суждения 

(например, 95 %). Для этого мы вычисляем соотношение: 
𝑚

𝑀
× 100% , где M – выборочное среднее значение, а m – его стандартная 

ошибка. 

Если это соотношение даёт результат менее 5%, то размер выборки 

достаточен. 

Однако чаще необходимо решить другую задачу: выяснить, сколько 

измерений необходимо сделать, чтобы получить приемлемые результаты. Для 

мерных признаков (случайных величин) существует следующая формула, 

также применяемая при известной величине стандартного отклонения – либо 

заранее известной, либо вычисленной на части материала: 

𝑛 =
𝑡2×σ2

∆2
, 

где n – необходимое число измерений, σ – стандартное отклонение, Δ – 

предельная допустимая ошибка, обычно не более 0,05, t – критерий 

надёжности. 

Эта формула позволяет сделать выводы, в выборке какого размера 

значение данного признака будет с заданной точностью соответствовать его 

значению в генеральной совокупности. Расчёт будет в целом похож на расчёт 

в случае с категориальными признаками, но здесь величина допустимой 

ошибки будет абсолютной величиной, указываемой в тех же единицах, что и 

исследуемая величина (например, мы можем принять, что, получив при 

исследовании ядер гепатоцитов их средний диаметр в 20 мкм, мы можем 

удовлетвориться при наших оценках точностью результатов в 5%, иначе 

говоря в ±1 мкм; тогда в формулу мы подставим ∆=1). 
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Есть и альтернативная формула для определения объёма выборки, 

позволяющей получить ошибку не более 5% от среднего значения признака в 

генеральной совокупности; для неё необходимо вычислить по небольшой 

выборке среднее арифметическое и его дисперсию, после чего вычисляют 

необходимый объём выборки по формуле: 

 𝑛 =
400×𝐷

𝑀2
 , где n – необходимое число измерений; D – дисперсия; M – 

выборочное среднее значение.  

Все эти расчёты легко провести, например, в программной среде MS Excel 

(для нахождения выборочного среднего будет использоваться формула 

«=Срзнач('диапазон ячеек')», для стандартного отклонения – 

«=СТАНДОТКЛОН.В('диапазон ячеек')», для дисперсии – «=Дисп('диапазон 

ячеек')», а для стандартной ошибки среднего более сложная – 

«=СТАНДОТКЛОН.В('диапазон ячеек') / КОРЕНЬ(СЧЁТ('диапазон ячеек'))»), 

однако эти же расчёты можно произвести и без применения специальных 

программ.  
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