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ПРЕДИСЛОВИЕ ПЕРЕВОДЧИКА 
В течение последних 200 лет световая микроскопия является основным инструментом для исследователей, 

работающих в области цитологии, гистологии, эмбриологии и многих других биологических дисциплин, 
причем в последние десятилетия ее применение неуклонно расширяется. Сейчас трудно представить себе 
современную биологическую или медицинскую лабораторию, где бы не стоял световой микроскоп. В то же 
время значительная часть огромной армии исследователей, работающих с микроскопом, весьма смутно 
представляет себе теоретические основы и практические возможности метода. Поэтому предлагаемая 
читателям книга должна стать необходимым пособием для тех, кто хочет не просто «смотреть в микроскоп», но 
и получать с его помощью достоверные результаты. 

Цель сборника — познакомить читателей с основами оптической микроскопии и некоторыми ее 
практическими приложениями в области биологии и медицины. Следует подчеркнуть, что книга не является 
пособием для начинающих. Она скорее адресована людям, которые уже имеют опыт практической работы 
(быть может, не всегда успешной). Основное достоинство книги в том, что в ней хорошо и достаточно просто 
изложены теоретические основы методов, которыми широко пользуются многие специалисты в различных 
лабораториях. Ее особая ценность для нас обусловлена и почти полным отсутствием аналогичной литературы 
на русском языке. Последние сколько-нибудь подробные пособия по микроскопии были изданы в СССР в 
конце 60-х — начале 70-х годов, и, разумеется, как практические руководства они значительно устарели. 

Главы 1 и 2 посвящены описанию настройки освещения по Кёлеру и пределам возможностей световой 
микроскопии. Конечно, не все проблемы микроскопии освещены в книге с равной степенью полноты. Так, мало 
внимания уделено темнопольной микроскопии высокого разрешения, которая в настоящее время, при наличии 
мощных источников света, позволяет исследовать очень мелкие объекты, такие, как отдельные микротрубочки, 
бактериальные жгутики и т. д. 

В главах 2, 3, 6, 7 и 8 рассматриваются отдельные методы микроскопии. Разумеется, читателю следует 
помнить, что книга ориентирована на зарубежного исследователя и соответственно на технические проблемы и 
возможности лабораторий Западной Европы, США и Японии. Именно этим объясняется столь подробное 
рассмотрение проблем цветной фотомикрографии, которая в России почти не применяется. Наша 
промышленность не выпускает иммерсионных флуоресцентных объективов современных типов (Планахромат, 

 



 
Планапохромат, Планнеофлуар), без которых практически невозможна флуоресцентная микроскопия высокого 
разрешения. Желающих приобрести такие объективы за рубежом не должна останавливать чрезмерно высокая 
стоимость этой оптики (для сравнения, стоимость одного Планапохромата примерно вдвое выше, чем 
персонального компьютера), так как качество получаемого с их помощью первичного изображения может 
полностью оправдать затраты. 

Следует особо отметить главу 8, где авторы впервые в руководствах подобного типа подробно 
рассматривают такую совершенно новую и бурно развивающуюся (в методическом плане) область, как 
видеомикроскопия. За время, прошедшее с момента написания книги (1989 год), в этой области произошли 
заметные сдвиги, связанные главным образом с развитием микроэлектроники. Так, почти вышли из 
употребления дигитайзеры, уступив место телекамерам. По-видимому, уходят в прошлое специализированные 
видеосистемы, так как необходимые для работы в реальном времени мощные видеопроцессоры стали теперь 
компактнее и размещаются внутри персональных компьютеров. Например, разработанная в 1989 году 
устанавливаемая в персональный компьютер плата PCoeil французской фирмы Electronique Lyonnaise по своим 
возможностям аналогична описываемой в книге системе ARGUS-100 Hamamatsu, а стоит почти в 10 раз 
дешевле. Появилась и широко распространяется в мире система присоединяемых к персональным компьютерам 
оптических дисков однократной записи (емкостью до 2 Гигабайт), которые позволяют записывать изображение 
без потери качества, неизбежной при использовании видеомагнитофонов, и в реальном времени (т. е. со 
скоростью 25 или 30 кадров в секунду). Выпуск систем для телевизионного ввода изображения начат в 
настоящее время и у нас, причем цены на них, как и во всем мире, снижаются. 

Несколько особняком стоят главы 4, 5 и 9, полностью посвященные описанию гистохимических, 
цитохимических и иммунохимических методов окраски. Они представляют собой скорее введение в проблемы, 
и читателям, всерьез заинтересованным в освоении данных методов, следует обратиться к более подробным 
руководствам. 

Предлагаемый читателям сборник не охватывает, разумеется, всех аспектов применения световой 
микроскопии, но он позволяет заложить хорошие основы для самостоятельной исследовательской работы со 
световым микроскопом. 

Я. А, Воробьев 

ПРЕДИСЛОВИЕ 
Эта книга призвана служить практическим руководством для исследователей, стремящихся шире 

использовать возможности своих микроскопов, а также для тех, кто, может быть, впервые попытался 
воспользоваться микроскопом в своей работе. 

Микроскоп позволяет исследователю видеть тонкие детали строения объектов и фиксировать результаты. 
Можно, кроме того, использовать микроскоп для измерения образцов. Сравнительно недавно были разработаны 
методы, позволяющие на основании взаимодействия света с веществом определять такие параметры, как 
коэффициент преломления, масса и химический состав мелких объектов. Наконец, многократная запись 
измерений через определенные промежутки времени позволяет исследовать в микроскопических препаратах 
движение и другие изменения. 

Для того чтобы наблюдать мелкие детали, микроскопист должен получить определенное увеличение, 
разрешение и контрастность. Необходимо помнить, что в микроскопе наблюдатель видит увеличенную 
репродукцию объекта. В искусстве к репродукциям относятся с большой осторожностью, и мы надеемся, что в 
этой книге методы микроскопии рассмотрены достаточно подробно, чтобы исследователям стала понятна 
необходимость осторожного и критического подхода к наблюдениям. 

Световой микроскопии уже более 200 лет, и ее методы развивались по мере роста потребностей. 
Совершенствование как приборного, так и программного обеспечения стимулировало новые исследования. 
Последние достижения в микроскопии — это автоматическая запись результатов и автоматический анализ 
изображения. 

При всех способах микроскопии основной этап, или основное искусство, — это получение хорошего 
изображения, т. е. достижение оптимального увеличения, разрешения и контраста. Результаты любого анализа 
изображения зависят от качества исходного изображения. Таким образом, для каждого исследования, 
проводится ли оно с помощью визуального наблюдения или с использованием автоматических телевизионных 
систем, необходим хороший микроскоп. Цена хорошего микроскопа довольно высока (она иногда сравнима с 
ценой электронного микроскопа), но это инструмент, с помощью которого создается первичное изображение, 
поэтому затраты на него оправданы. Функции электронного и светового микроскопов различны, но световой 
микроскоп имеет то преимущество, что он позволяет получать информацию о живых объектах в реальном 
времени, благодаря чему он может применяться в различных отраслях биологии. 

В главе 1 объясняется, как получить правильное освещение препарата, и зачем это нужно. Глава 2 
посвящена описанию общих принципов и некоторых простых экспериментов, иллюстрирующих пределы 
возможностей световой микроскопии. Последующие главы посвящены фиксации изображений, полученных с 
помощью различных методов освещения. В главах 4 и 6 описывается применение красителей в гистохимии и 
подчеркивается специфичность, достигаемая с помощью иммунофлуоресцентных методов окраски. 
Посвященная исследованиям хромосом глава 9 иллюстрирует те возможности, которые возникают при 
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комбинировании различных методик. В главе 8 описано необходимое оборудование и даны инструкции по 
применению видеомикроскопии для улучшения качества изображения. В этой же главе критически (по крайней 
мере отчасти) обсуждаются рассмотренные в первых главах представления о контрасте, разрешающей 
способности и достаточном увеличении. В ней вновь подчеркивается, что главное в световой микроскопии 
достижение наивысшего качества первичного изображения. 

Я хотел бы особо поблагодарить проф. А. Кертиса за его участие в написании раздела по 
интерференционной отражательной микроскопии в гл. 2. Доктор Питер Игле из Королевского колледжа в 
Лондоне предоставил мне возможность познакомиться с работой видеомикроскопической установки и помог 
отредактировать посвященную этому методу главу. Я благодарен также многим из авторов настоящей книги, 
когда-то обучавшим меня микроскопии, и тем, кто позднее показывал мне возможности микроскопической 
техники в различных областях биологии. Я приношу глубокую благодарность издателям за их терпение и 
участие в изготовлении рисунков и подготовке рукописи. 

Наконец, я хотел бы поблагодарить сотрудников департамента биологии Брунельского университета за 
помощь, которую они оказали мне при работе с текстовым редактором. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 
 

АФС   акрифлавин-Фёльген-СИТЦ 
г. р.   глубина резкости 
ВАЛАП   смесь вазелина, ланолинового масла и парафина 
ДАВ   диаминобензидин 
ДАФИ   4',6'-диамидино-2-фенилиндол 
ДМФ   диметилфлорамид 
ДНФ   динитрофенол 
з. ф. п.   задняя фокальная плоскость объектива 
ИОМ   интерференционная отражательная микроскопия 
МКП   микроканальная пластина 
ПЗС   прибор с зарядовой связью 
р. о. п.   разность длин оптических путей 
СДЗ   светоделительное зеркало 
СИТЦ   стильбенизотиоцианатсульфоновая кислота 
ТРИТЦ   тетраметилродаминизотмюцианат 
ФГА   фитогемагглютинин 
ФДА   флуоресцеиндиацетат 
ФИТЦ   флуоресцеинизотиоцианат 
ФСБ   фосфатно-солевой буфер (физиологический фосфатный буфер) 
ЗДТА   этилендиаминтетраацетат 
Ag-NOR  окраска серебром ядрышковых организаторов 
АРААР   щелочная фосфатаза  
ASA   Американская организация стандартов 
AVEC   видеоусиление контраста по Аллену 
AVEC-DIC   видеоусиление контраста по Аллену с использованием DIC-микроскопии 
AVEC-POL   видеоусиление контраста по Аллену с использованием поляризационной 
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микроскопии 

ВР   светофильтры с полосным пропусканием 
BrdU   бромдезоксиуридин 
CCIR   европейский стандарт черно-белого телевидения 
CI   цветной индекс 
DIG   дифференциальный интерференционный контраст 
DPX   заливочная среда, состоящая из 10 г дистрена, 80,5 мл дибутилфталата и 35 

мл ксилола 
dC   дезоксицитидин 
dU   дезоксиуридин 
ECD   диаметр эквивалентного круга 
EIA   американский стандарт черно-белого телевидения 
Fab   фрагмент молекулы иммуноглобулина 
FdU   фтордезоксиуридин 
FPG   флуоресценция плюс краситель Гимза 
НВО   ртутная лампа высокого давления 
HbS   гемоглобин S 
Ig   иммуноглобулины 
IgG   иммуноглобулин класса G 
ISIT   усиленная кремниевая телекамера с усилением 
ISO   Международная организация стандартов 
IVEC   видеоусиление контраста по Иноэ 
LEYTAS  Лейденская телевизионная анализирующая система 
LP   пропускание больших длин волн 
NTSC   американский стандарт цветного телевидения (от англ. 
NA   числовая апертура 
PAL   немецкий стандарт цветного телевидения (от англ, phase alteration line) 
PAP   пероксидаза  
Q   квантовый выход 
RGB   красный, зеленый и синий (аналоговый цветной телевизионный сигнал) 
RSE   относительная стандартная ошибка 
S-VHS  система видеомагнитофона (Super-VHS) 
SDPD  дисульфид-К-сукцинимидил 3- (2-пиридилдитио) - пропионат 
SEKAM   французский стандарт цветного телевидения (от франц. Sequentielle a 

Memoire) 
SIT   телекамеры с кремниевым усилителем (от англ, silicon intensifier target) 
SP   пропускание меньших длин волн 
SSC  стандартный раствор цитрата (0,15 М NaCl, 0,015 М цитрата Na, pH 7) 
SEM   стандартная ошибка среднего 
SD   стандартное отклонение 
VEC   видеоусиление контраста 
VHS   система видеомагнитофона 
VIM   видеоинтенсифицирующая микроскопия 

 
 

ПРИНЦИПЫ И ЦЕЛИ СВЕТОВОЙ МИКРОСКОПИИ 
А. Дж. Лейси 
 

1. Введение 
Установка освещения по Кёлеру является основным требованием при всех методах современной световой 

микроскопии, поэтому первая часть настоящей главы посвящена процедуре настройки света в микроскопе. 
Следующим предметом обсуждения будет природа взаимодействий между светом и веществом. Некоторые из 
этих взаимодействий иллюстрируются практическими примерами, которые позволят читателю понять, что в 
микроскопе мы в действительности видим увеличенное изображение образца, но не сам образец. Изображение 
получается в результате интерференции нескольких пакетов световых волн, выходящих из задней поверхности 
объектива микроскопа. 

На определенном этапе изложения у вас возникнет вопрос о том, каковы же возможности микроскопа, 
имеющегося в вашем распоряжении. Чтобы ответить на него, можно начать с табл. 1.1, однако большая часть ее 
содержания станет вполне понятной после того, как вы прочтете всю главу. 
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1.1. Освещение по Кёлеру 
Вся современная микроскопия, с помощью которой исследователи стремятся понять, как соотносится 

получаемое в микроскопе изображение с физико-химической природой препарата, начинается с освещения по 
Кёлеру. 

Система освещения в микроскопе служит для того, чтобы, во-первых, получить равномерно освещенное 
поле зрения, на котором детали образца могут быть хорошо различимы, и, во-вторых, осветить образец как 
можно более широким пучком света с целью достичь максимального разрешения мелких деталей. 

1.1.1. Принципы метода 
1. Линза, находящаяся впереди источника света, формирует изображение источника света не в плоскости 

препарата. 
2. Вторая линза (конденсор) переносит изображение поверхности первой линзы на исследуемый образец. 

Она имеет минимальное фокусное расстояние, чем достигается максимальный раствор конуса света, падающего 
на образец. 

 
Таблица 1.1. Сопряженные плоскости при освещении по Кёлеру 

 
Серия А 
Нить лампы (источник света) 
Диафрагма конденсора (апертурная диафрагма) 
Задняя фокальная плоскость объектива  
Диск Рамсдена 
 
Серия Б 
Полевая диафрагма 
Препарат 
Первичное изображение 
Сетчатка глаза 

 

1.1.2. Предварительная проверка оборудования 
Фирмы — изготовители микроскопов прилагают подробную инструкцию к каждому типу выпускаемого 

микроскопа, но в лабораториях описания часто теряются или в них не считают нужным заглядывать. Названия 
и символы, используемые в дальнейшем описании, приведены на рис. 1.1. 

1. Проверьте, что ваш микроскоп имеет коллекторную линзу, которая находится между лампой и 
конденсором. Эта линза может быть встроена в основание микроскопа, но и в данном случае она 
устанавливается для того, чтобы проецировать изображение источника света на ирисовую диафрагму 
конденсора. Когда диафрагма закрыта, при помощи зеркала можно увидеть, так ли это в действительности. Во 
многих случаях, однако, нить лампы бывает не видна из-за того, что мешает матовое стекло. В таких случаях 
необходимо просто полностью осветить ирисовую диафрагму конденсора. В некоторых типах микроскопов для 
этого нет котировочных приспособлений, но принцип остается прежним. Могут иметься винты, центрирующие 
нить лампы относительно коллекторной линзы. Их можно использовать на этом этапе или на этапе 7 в методе, 
описанном в разд. 1.2. На коллекторной линзе может находиться ирисовая диафрагма, которая называется 
диафрагмой поля зрения (разд. 1.2). 

2. Проверьте наличие в микроскопе конденсора и его диафрагмы. В хороших системах диафрагма находится 
в передней фокальной плоскости конденсора. Она называется апертурной диафрагмой. 

 

 
 
Рис. 1.1. Ход лучей при установке освещения по Кёлеру и две серии сопряженных плоскостей. Сплошными 

линиями показаны краевые лучи, идущие слева направо от центра нити накала лампы. Пунктирной линией 
обозначен луч, проходящий через центр коллекторной линзы. Сплошные вертикальные линии со стрелками 
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обозначают линзы, а вертикальные сплошные линии без стрелок — диафрагмы. Пунктирные вертикальные 
линии обозначают плоскости, в которых расположены препарат, з.ф.п. объектива и изображение. Зигзагом 
обозначены спираль лампы и ее последовательные изображения. 

 
Конденсор может иметь дополнительные приспособления для настройки. В конденсоре с верхней откидной 

линзой последняя может перемещением рукоятки вводиться или выводиться из хода лучей. В конденсоре 
альтернативной конструкции имеется нижняя дополнительная линза, которая может вводиться или выводиться 
из хода лучей. Верхняя откидная линза, будучи введена в ход лучей, уменьшает фокусное расстояние 
конденсора, в то время как дополнительная нижняя линза во втором случае, если она находится в ходе лучей, 
увеличивает фокусное расстояние конденсора. Эти переключения влияют на размер изображения апертурной 
диафрагмы в плоскости препарата (см. разд. 1.2). Обратите внимание на возможности центровки конденсора, а 
также его диафрагмы. 

3. Окуляр можно вынуть и заменить на вспомогательный микроскоп (фазовый телескоп), который может 
быть сфокусирован на заднюю поверхность объектива, или, более точно, на заднюю фокальную плоскость 
объектива. Некоторые микроскопы имеют сменные окуляры с вращающейся вспомогательной линзой, которая 
превращает окуляр в фазовый телескоп. В такой системе также должна быть возможность фокусировки. 
Проверьте это на вашем микроскопе. 

1.2. Установка света по Кёлеру 
1. Включите свет и отцентрируйте его, следуя инструкции фирмы-изготовителя. 
2. Взяв контрастный препарат, содержащий окрашенные компоненты, сфокусируйте его, используя 

объектив Х10. 
3. Глядя в окуляры, постепенно закрывайте полевую диафрагму до тех пор, пока она не станет видна в 

плоскости образца. Она может быть/не быть четко сфокусирована и может быть/не быть в центре поля зрения. 
4. Сфокусируйте как следует изображение полевой диафрагмы, перемещая конденсор вверх или вниз. 

Обратите внимание, что в процессе фокусировки по краю диафрагмы появится желтая или синяя кайма. Если 
оба цвета присутствуют вокруг края одновременно, то это следствие плохой юстировки, которую нужно тогда 
произвести заново. 

5. Отцентрируйте изображение полевой диафрагмы. В большинстве случаев для этого используются 
центровочные винты конденсора. Для проверки центровки раскрывайте полевую диафрагму до тех пор, пока ее 
граница не приблизится вплотную к краю поля зрения. 

6. Откройте полевую диафрагму так, чтобы ее граница была вне поля зрения. Именно на этом этапе 
обнаруживается, что для объективов с малым увеличением изображение полевой диафрагмы недостаточно 
велико, чтобы заполнить все поле зрения. В этом случае следует либо откинуть верхнюю линзу, либо ввести 
добавочную нижнюю линзу. После этого конденсор должен быть вновь сфокусирован, как указано выше. 

7. Выньте окуляр, вставьте фазовый телескоп (или переключите сменную окулярную линзу) и сфокусируйте 
его на заднюю фокальную плоскость (з. ф. п.) объектива. В том, что фокус наведен, можно убедиться, увидев в 
поле зрения диафрагму конденсора. Чтобы удостовериться в этом, откройте и закройте диафрагму конденсора. 
Микроскоп может быть снабжен приспособлением для ее центровки по отношению к з. ф. п. объектива. Если 
оно есть, то проделайте эту операцию (будьте осторожны, чтобы не нарушить центровочными винтами 
положение конденсора, которое вы уже установили). 

Установите такой размер апертурной диафрагмы, чтобы ее изображение занимало около 70% з. ф. п. 
объектива. Вы увидите, что блики с боковых поверхностей тубуса микроскопа исчезают по мере того, как вы 
производите юстировку. 

Вы можете также заметить изображение нити лампы в центре ярко освещенного пятна. Это правильно. Если 
есть возможность центрировать апертурную диафрагму, отцентрируйте ее по отношению к объективу и затем, 
используя центровочные винты лампы, отцентрируйте в свою очередь и ее. Наличие матового стекла приведет 
к тому, что это изображение будет нечетким, так что центрировать придется по максимальной яркости. 

8. Вставьте окуляр и убедитесь, что вы достигли наилучшей ситуации для данных положений объектива и 
конденсора. При излишней яркости освещенность нельзя уменьшать, регулируя размер освещенной апертуры. 
Регулировка интенсивности освещения детально рассмотрена на этапе 10. 

9. При смене объектива проверьте этапы 3—6. Вы увидите, что некоторая юстировка нужна на этапе 6 и 
минимальная— на остальных этапах. Затем пройдите этап 7, где необходимо существенно изменить размер 
освещенного пятна апертурной диафрагмы, для того чтобы она соответствовала числовой апертуре (NA) нового 
объектива. 

10. При визуальной микроскопии яркость изображения может регулироваться изменением напряжения на 
лампе. Однако снижение напряжения приведет к преобладанию в спектре теплых тонов из-за увеличения 
красной и уменьшения синей составляющих. Этот метод непригоден для целей фотографии. Для дальнейшего 
обсуждения данного вопроса вам следует обратиться к разд. 8.3.3 гл. 3. Как при визуальной микроскопии, так и 
при фотомикрографии интенсивность света может быть ослаблена с помощью нейтральных серых 
светофильтров, которые устанавливаются перед конденсором. 
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1.3. Сопряженные плоскости при освещении по Кёлеру 
В процессе установки освещения по Кёлеру вы могли заметить серию плоскостей, содержащих изображения 

нити лампы или самого препарата. Еще одна плоскость может быть обнаружена, если поместить кусочек 
бумаги под прямым углом к окуляру в нескольких миллиметрах от глазной линзы. На бумаге будет виден 
маленький (около 3 мм) светлый кружочек-диск Рамсдена. Именно в этой точке следует расположить зрачок 
глаза, чтобы весь свет, проходящий через диск Рамсдена, попадал в него. Если убрать бумагу, то с помощью 
увеличительного стекла в диске можно увидеть изображения нити лампы, апертурной диафрагмы и з. ф. п. 
объектива. 

Для того чтобы успешно работать с микроскопом, используя все способы наблюдения, необходимо 
разобраться в системе сопряженных плоскостей. При освещении по Кёлеру существуют два ряда сопряженных 
плоскостей, расположенных перпендикулярно главной оптической оси микроскопа. Плоскости именуются в 
соответствии с их положением на пути лучей (см. рис. 1.1). Плоскости называются сопряженными, если 
изображение, имеющееся на предыдущей, повторяется на последующей. Так, например, плоскость, содержащая 
нить лампы (или источник света), сопряжена с плоскостью конденсорной диафрагмы, определяющей апертуру 
конденсора. Последняя плоскость сопряжена с плоскостью, в которой располагается задний фокус объектива, и 
наконец с плоскостью, в которой расположен диск Рамсдена. Таким образом, все неоднородности яркости, 
например нити лампы, будут видны в плоскости диафрагмы конденсора, а также в з. ф. п. объектива и на диске 
Рамсдена. В процессе фокусировки изображение нити лампы точно фокусируется на диафрагме конденсора. В 
свою очередь фокусировка конденсора на образце непременно приводит к тому, что передняя апертура 
конденсора оказывается сопряженной с з. ф. п. объектива. 

Аналогичным образом имеются серии сопряженных плоскостей, среди которых находится плоскость 
образца. Предельно близко к источнику света находится плоскость полевой диафрагмы. Изображение 
диафрагмы фокусируется при помощи конденсора на препарате, поэтому эти плоскости сопряжены. Обе они 
видны резко в плоскости первичного изображения и на сетчатке глаза. Следовательно, они также сопряжены. 
При фотомикрографии фотоэмульсионный слой должен находиться в плоскости, относящейся к этой серии 
сопряженных плоскостей. На рис. 1.1 и в табл. 1.1 две серии сопряженных плоскостей обозначены А и Б. 

Практическое значение этих двух отдельных серий состоит в том, что дефекты в источнике света не 
появляются в плоскости изображения и поэтому не воспринимаются глазом и не фиксируются на пленке. На 
первых порах достаточно просто запомнить серии плоскостей и разобраться с их приблизительным 
местонахождением в микроскопе, так как эти термины могут использоваться для краткой записи и 
интерпретации результатов. Разберитесь в рис. 1.1, который можно относительно просто воспроизвести, если 
вы запомните следующие моменты: 

1. Свет, проходящий через фокус с одной стороны линзы, выходит с другой ее стороны параллельно оси 
линзы. 

2. Луч света, входящий в линзу параллельно ее главной оси, проходит через фокус с другой стороны линзы. 
3. Лучи, проходящие, например, через образец, пересекутся с другой стороны объектива. В месте их 

пересечения будет находиться изображение. 
Измерительные сетки размещены обычно в плоскости первичного изображения, но могут быть 

расположены в плоскости полевой диафрагмы. Их использование будет обсуждаться в гл. 7. 
 

2. Взаимодействия света с веществом и использование их в 
световой микроскопии 

Все виды взаимодействий света с веществом могут быть разделены на семь категорий: преломление, 
отражение, поглощение, пропускание, флуоресценция, поляризация и дифракция. 

2.1. Преломление 
Преломление есть изменение скорости света, когда он входит в среду. Так, свет движется медленнее в 

стекле, чем в воздухе, и отношение двух скоростей, а более точно, отношение скорости света в вакууме к его 
скорости в стекле есть число, которое называется коэффициентом преломления (п) стекла. 

Во всех системах линз микроскопов свойство преломления стекла используется для фокусировки света и 
корректировки аберраций в линзах, а также для того, чтобы передать увеличенное изображение препарата в 
глаз. Коэффициент преломления зависит от длины волны света (Я). Он возрастает с уменьшением длины волны 
(синий свет) и убывает с увеличением длины волны (красный свет). Это различие в зависимости от длины 
волны света имеет большое значение. Белый свет, проходя через линзу, сфокусируется в серии фокусов, в 
соответствии с длинами волн составляющих цветов, причем синие лучи окажутся ближе к линзе (для них 
фокусное расстояние короче), чем красные (их фокусное расстояние длиннее). Расстояние между этими 
фокусами есть величина хроматической аберрации линзы. Распределение коэффициентов преломления-света в 
зависимости от длины волны называется дисперсией к является характеристикой материала линзы. Стекла с 
различной дисперсией используются для коррекции аберраций в системах линз. Явление дисперсии можно 
использовать для исследования некоторых образцов — например для выявления в препарате волокон асбеста. 
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Угол, под которым луч света преломляется в веществе, зависит от угла падения. Так, луч света, падающий 

на стекло перпендикулярно его поверхности, не преломляется, в то время как луч, падающий под острым 
углом, отклоняется от своего направления в плоскости, перпендикулярной поверхности стекла (называемой 
нормалью). В случае линзы такой луч пройдет через фокус на другой стороне линзы. Различие в фокусных 
расстояниях для лучей, проходящих вблизи оси линзы и вблизи ее краев, есть величина сферической аберрации 
линзы. Линза для объектива выбирается таким образом, чтобы она имела минимальную хроматическую и 
минимальную сферическую аберрации. 

 

 

Рис. 1.2. Покровное стекло, преломление света 
и числовая апертура А. В левой части нет 
покровного стекла. Краевой луч идет под углом 
(а); NA=sin α. В правой части есть покровное 
стекло; лучи преломляются на границе стекло—
воздух. Б. Слева — граница раздела стекло — 
воздух для сухого объектива. Справа — граница 
раздела стекло — масло для гомогенной 
иммерсии, при которой NA гораздо больше, чем 
в случае сухого объектива. В. Пунктирная 
линия указывает на видимое положение 
краевых лучей, идущих из препарата при двух 
различных по толщине покровных стеклах. 
Следует отметить, что препарат, заключенный в 
заливочную среду, может влиять на 
эффективность конуса света, попадающего на 
него из конденсора. 

 
 

Угол, под которым свет падает на стекло, важен для объяснения концепции критического угла. Если свет 
падает под слишком острым углом, то он полностью отражается и не входит в стекло, а свет, выходящий из 
стекла в воздух, может в этих условиях отразиться внутрь и остаться в стекле (рис. 1.2, Л). Обе эти 
возможности могут реализоваться, когда свет собирается от препарата объективом и при освещении препарата 
через конденсор. В некоторых случаях конус света может быть полностью использован только в том случае, 
когда с целью избежать влияния границы раздела стекло — воздух используют иммерсионное масло, имеющее 
тот же показатель преломления, что и стекло (рис. 1.2, Б). Так, например, иммерсионное масло иногда 
необходимо наносить между фронтальной поверхностью линзы конденсора и нижней поверхностью 
предметного стекла, но более часто масляную иммерсию используют для объективов. Для некоторых линз 
применяются другие иммерсионные жидкости, например вода в случае флуоресцентных или 
интерференционных объективов. 

2.1.1. Числовая апертура 
На рис. 1.2 изображен угол между крайними лучами пучка света, входящего в линзу объектива. Половина 

этого угла обозначена как а. Величина данного угла, как можно видеть, зависит от расстояния между линзой и 
препаратом и от размера линзы. Эти соотношения обычно объединяют и выражают как sin a. 

На рис. 1.2, Л справа пространство между линзой и образцом заполнено воздухом (n = 1). Таким образом, sin 
a есть числовая апертура (NA) объектива. Для сухих систем величина NA ограничена критическим углом 
конуса световых лучей, выходящего из покровного стекла препарата. Как правило, ее величина для сухих 
систем не превосходит 0,95. Если между объективом и препаратом находится иммерсионное масло, за счет чего 
система, через которую проходит свет, становится гомогенной, то может быть использован значительно более 
широкий пучок света (рис. 1.2, Б). Величина светособирающей способности системы обозначается по-
прежнему как NA, но теперь она представляет собой произведение показателя преломления иммерсионной 
среды на sin a. В современных объективах максимальная величина NA обычно составляет 1,3. Конденсоры 
также имеют определенную величину NA, которая служит характеристикой максимального угла для пучка 
света, выходящего из верхней линзы конденсора на препарат. Конденсоры с большой NA дают широкий пучок 
света. 

Большая числовая апертура, отсутствие сферической и хроматической аберраций и плоское поле зрения — 
вот цели, к которым стремятся изготовители объективов. Эти свойства определяют в основном стоимость 
последних. Сухие объективы с большой числовой апертурой весьма тщательно исправлены от аберраций, и для 
работы с ними требуются покровные стекла строго определенной толщины. Разъяснения к этому представлены 
на рис, 1.2,5. Для слишком толстых покровных стекол объектив будет недоисправлен, а для слишком тонких — 
переисправлен. Некоторые объективы имеют коррекционную оправу для установки на различную толщину 
покровного стекла, но другие требуют строго определенной толщины его, в соответствии со своей NA и 
увеличением. Дальнейшие подробности будут рассмотрены в разд. 5.2.3 гл. 3. 

Для того чтобы определить возможности вашего микроскопа, проведите проверку, предлагаемую в табл. 1.2. 
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2.2. Отражение, поглощение и пропускание 
Отражение от поверхности материалов, в противоположность поглощению, широко используется в 

микроскопии. Оно также связано с длиной волны. Если свет всех длин волн поглощается равномерно и, 
следовательно, не отражается деталями образца, то детали будут выделяться по тональности освещения, то есть 
по оттенкам серого цвета. Если поглощение различается в зависимости от длины волны, то детали изображения 
будут окрашены. Получающийся цвет есть результат того, что из белого света удалены поглощаемые длины 
волн. То же можно сказать и об изображении в отраженном свете. Если свет всех длин волн отражается от 
поверхности в равной степени, то изображение ее не будет различимо в ярком свете. Если же одна длина волны 
отражается, а другие составляющие белого света поглощаются, то поверхность будет окрашена в соответствии 
с длиной волны отраженного света. Поглощение, вместе с отражением и пропусканием, используется в 
микроскопии путем применения различных красителей и металлсодержащих препаратов. Различные 
поглощающие вещества связываются избирательно в зависимости от химических и физико-химических свойств 
образца. 

Значительные усилия предпринимаются фирмами — изготовителями микроскопов и микроскопистами для 
того, чтобы свести к минимуму нежелательные отражения. Для этого применяются, например, специальное 
покрытие линз и матирование внутренних поверхностей микроскопа и фотокамеры. Тщательно регулируя 
апертуру освещения при установке света по Кёлеру оператор может избежать появления бликов от оправ линз и 
стенок тубуса микроскопа, ухудшающих качество изображения. 

2.3. Флуоресценция/фосфоресценция 
Некоторые вещества, поглощая свет одной длины волны, испускают свет большей длины волны. Если 

имеется задержка во времени между поглощением и испусканием, то говорят о фосфоресценции, а если 
испускание прекращается сразу же после удаления возбуждающего света, то говорят о флуоресценции. 

 
Таблица 1.2. Определение возможностей микроскопа 

 
Определите типы объективов, окуляров и конденсоров 
Объективы 
Найдите и расшифруйте выгравированные на объективах символы, обращая особое внимание на: 
NA например 0,65 или 1,3 
Увеличение Х40 XI00 
Истинное увеличение 40Х 100Х 
Толщина покровного стекла 0,17 
Иммерсия (или сухой объектив) обычно масляная, иногда водная 
Тип объектива План (Plan), фазовый (Ph: Phaco), апохромат (Аро) и т.д. 
Знак фирмы-изготовителя и каталожный номер 
Окуляры  
Увеличение Х10 Х15 
Величина поля зрения 18 14 
Тип (поле зрения) широкое (WF) 
(коррекции) периплан (Periplan), компенсационный 
(большое расстояние от глаз) специальные символы 
Установите, есть ли в микроскопе система для перемены увеличения и встроенный фазовый телескоп с 
системой фокусировки. 
Конденсоры 
Осмотрите оправу конденсора и найдите на ней центровочные винты. В универсальных конденсорах 
имеются приспособления для различных способов освещения препарата. Найдите приспособления для 
центровки, например, фазовых колец или ирисовых диафрагм. Перевернув конденсор и устанавливая 
оправки путем вращения револьвера, вы можете определить его возможности. 
На оправе конденсора может быть выгравировано значение его NA с верхней линзой и без нее. 
Обратите внимание на то, каким способом снимается верхняя линза конденсора. Она может либо 
отвинчиваться, либо откидываться на специальном кронштейне. 
Конденсоры с коррекцией могут иметь маркировку, например: ахр., апл. (achr., apl.). Специальные 
конденсоры будут соответствующим образом маркированы. 
Очень важно, конечно, подбирать соответствующие друг другу линзы. Так, хорошо скорректированный 
объектив должен использоваться вместе со скорректированным конденсором и соответствующими 
окулярами. 
 

 
Таблица 1.3. Тест-объект для флуоресценции 

Необходимый материал: разбитая цветная телевизионная трубка, вскрытая с помощью горелки. 
1. Надев перчатки, удалите фосфор с внутренней поверхности разбитой трубки кусочком липкой 
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ленты. Очистите ленту. 
2. Приложите липкую сторону ленты к покровному стеклу, переверните их и поместите на 
предметное стекло с каплей заключающей смеси. 
3. Дайте растечься заключающей смеси и закрепите покровное стекло на предметном. 
Внимание: фосфор — высокотоксичное вещество, и следует избегать его попадания на кожу. В 
некоторых случаях фосфор у вас будет с алюминиевой подкладкой, однако при используемой 
процедуре фосфор окажется непосредственно под поверхностью покровного стекла и будет 
вполне доступен для возбуждающего света. 
4. Осветите фосфор светом различных длин волн и обратите внимание, что при использовании 
УФ-света видны три ярких цвета, тогда как при возбуждении светом других длин волн один из 
трех основных цветов оказывается пропущенным. 

 
Длина волны испускаемого света, как правило, больше, чем длина волны возбуждающего света. Первый 

имеет поэтому более зеленую или более красную окраску. Это явление лежит в основе флуоресцентной 
микроскопии, где используется возбуждение ультрафиолетовым синим или зеленым светом. Подробно данная 
проблема будет рассмотрена в гл. 6. 

2.4. Поляризация 
Незначительная поляризация света веществом — вполне обычное явление. Световые лучи представляют 

собой импульсы энергии, колебания которой происходят в направлении, перпендикулярном направлению луча. 
Статистически, нормальный свет имеет колебания во всех направлениях, перпендикулярных оси луча. 
Некоторые вещества пропускают (поглощают) свет по-разному, в зависимости от направления колебаний 
световой волны по отношению к определенной плоскости. Такие вещества могут пропускать лучи с 
колебаниями только в одной плоскости, например перпендикулярной лучу, и тогда, пройдя через это вещество, 
свет становится плоскополяризованным. Вводя такое вещество в микроскоп между источником света к 
препаратом, исследователь получает возможность наблюдать, как влияет его препарат на 
плоскополяризованный свет. Вращая поляризатор или препарат, чтобы выяснить, зависит ли эффект от их 
расположения, можно установить, обладает ли препарат плеохроизмом. Показатель преломления некоторых 
материалов зависит от направления поляризации света, проходящего через образец. 

 
Таблица 1.4. Как найти направление, в котором пропускает колебания 

неизвестный поляроид (см. также рис. 1.3) 
 

Принцип: когда реполяризованный свет отражается от прозрачной поверхности, отраженный 
луч становится плоскополяризованным, причем колебания поля происходят в направлении, 
параллельном поверхности отражающего материала и перпендикулярном оси 
распространения луча. 
Метод 
1. Возьмите кусок чистого, достаточно толстого стекла и положите его на темную подложку 
на некотором расстоянии от лампы накаливания, например такой, которая используется в 
качестве источника света в микроскопах старого типа. 
2. Поместите кусочек неизвестного поляроида перед глазами так, чтобы наблюдать сквозь 
него отраженный от стекла свет лампы. 
3. Вращая поляроид, следите за интенсивностью проходящего через него света. 
4. Заметьте такое положение поляроида по отношению к плоскости стекла, при котором 
интенсивность проходящего через него света минимальна. 
5. Из пункта 4 можно заключить, что в данном положении плоскость колебаний света, 
пропускаемых поляроидом, находится в этот момент под прямым углом к поверхности стекла. 
6. Проверьте, при каком положении поляроида интенсивность проходящего через него света 
максимальна. 
7. Из пункта 6 можно заключить, что при данном положении плоскость колебаний света, 
пропускаемых поляроидом, располагается параллельно поверхности стекла. 
8. Промаркируйте ваш поляроид в каком-нибудь углу соответствующей меткой. 
 
Имеются также другие методы, включающие сравнение неизвестного поляризатора с 
известным, но тот, который приведен выше, основывается на физическом принципе работы 
поляризатора. 
 

 
Такие материалы на самом деле имеют два показателя преломления и называются двулучепреломляющими. 

Помещая образец на столик микроскопа между двумя поляроидами, расположенными под прямым углом друг к 
другу (скрещенные поляроиды), и вращая препарат, можно обнаружить двулучепреломление и получить 
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информацию об очень тонких особенностях исследуемого образца. 

Если вы берете новый поляризатор, то плоскость его пропускания необходимо отметить. Как это сделать, 
указано в табл. 1.4 и проиллюстрировано на рис. 1.3. 

2.5. Дифракция 
Дифракция — явление не столь очевидное, как описанные выше взаимодействия света с веществом. Однако 

она имеет фундаментальное значение для микроскопии. Некоторые эффекты дифракции проявляются и при 
обычных условиях наблюдения, однако в общем считается, что свет распространяется прямолинейно и тени 
должны иметь резкие границы. Дифрагированный свет, как правило, значительно слабее прямого, и не заметен 
при обычном наблюдении. 

 

 

Рис. 1.3, Метод определения 
разрешенной плоскости 
колебаний для кусочка 
поляроида. См. табл. 1.3 

 
Несколько простых примеров, иллюстрирующих явление дифракции, приведено в табл. 1.5—1.7. Цель 

приведенных примеров — привлечь внимание исследователей к тому факту, что видимое в микроскопе 
изображение — это только репродукция образца, но не сам образец. К точности копирования обычно относятся 
скептически, например, в скульптуре или живописи. Такое же критическое восприятие должен усвоить тот, кто 
работает с микроскопом. Дело в том, что при любом копировании качество копии определяется количеством 
информации об исходном предмете и зависит, таким образом, от совершенства используемого метода или 
прибора. 

 
Таблица 1.5. Демонстрация рассеяния света препаратом 

 
1. Возьмите любой хорошо окрашенный препарат, содержащий мелкие детали. Одним из 
препаратов такого рода может служить срез кожи, окрашенный по Массону для выявления 
трихомов. 
2. Посмотрите на него в микроскоп при почти полностью закрытом конденсоре. Обратите 
внимание на размытые детали на границах мелких структур. Это эффект дифракции. 
3. Выньте окуляр из микроскопа (или замените окуляр на телескоп, который используется как 
фазовое устройство). В центре будет яркий диск с размытыми границами, окрашенный в 
основной цвет препарата. Вводя и выводя препарат из поля зрения объектива, заметьте, что 
размытость границ, появляется только в присутствии препарата. Интенсивность нерезкого 
окаймления примерно такова, что компенсирует потерю интенсивности освещения 
центрального диска в присутствии препарата. Размытое окаймление — это рассеянный свет. 
Рассеяние происходит в основном вследствие дифракции, вызываемой препаратом. 
Необходимо снова отметить, что объектив собирает как свет центрального диска, так и часть 
рассеянного света. Это будет лучше заметно, если диафрагму конденсора закрыть более 
плотно, а также в тех случаях, когда образцы обладают собственной периодичностью. В 
следующем упражнении с помощью специально разработанного препарата будет 
продемонстрирована необходимость дифракции для формирования изображения. 

 
Приведенные выше примеры могут быть продемонстрированы при правильно установленном освещении по 

Кёлеру. В тех случаях, когда диафрагма конденсора не позволяет получить достаточно узкий пучок света, ее в 
какой-то степени можно заменить полевой диафрагмой, закрывая последнюю. 

 11 



 
2.5.1. Тестовые пластинки Аббе 
Эксперименты с дифракционными пластинками Аббе или иными дифракционными образцами чрезвычайно 

интересны. Они позволяют наглядно сравнить видимое изображение с тем,. что проходит через з.ф.п. 
объектива. 

Для детального описания роли дифракции в построении изображения в микроскопе здесь нет возможности. 
Более подробное изложение данного вопроса приводится в работе [2]. 

Аббе (Abbe) впервые создал теорию построения изображения в микроскопе. Схема его экспериментов 
приведена в табл. 1.6. Тестовые пластинки Аббе выпускала фирма Zeiss, однако недавно производство их 
прекратилось. Если у вас в лаборатории есть такая пластинка, то вы можете поэкспериментировать с ней, а если 
ее нет, то можно использовать такой препарат, как дифракционные решетки, выпускаемые Graticules Ltd. 
Можно воспользоваться также биологическими препаратами, такими, как чешуйки крыльев бабочек (прямые 
полоски) или фасеточные глаза насекомых (сеточка). Похожая на последний препарат, но значительно более 
мелкая гексагональная исчерченность имеется на панцирях диатомовой водоросли Pleurosigma angulatum (табл. 
1.7). 

 
Таблица 1.6. Эксперименты с дифракционной пластинкой Аббе (см. рис. 1.4) 

А. Препарат, дифракция, объектив. 
1. Установите пластинку Аббе в положение, при котором темные полосы чередуются с 
прозрачными (дифракционная решетка). Рассмотрите ее в микроскоп при закрытой до малого 
отверстия диафрагме конденсора (рис. 1.4, Л I). 
2. Выньте окуляр и с помощью фазового телескопа рассмотрите заднюю поверхность 
объектива. На ней вы увидите дифракционную картину из цветных пятен (спектр) по обе 
стороны от яркого центрального диска (рис. 1.4, Л II). 
3. Вращайте препарат, наблюдая при этом за изменением направления дифракционной 
картины. 
4. Обратите внимание на относительные интенсивности дифракционных пятен, а также на то, 
что синие части в каждом спектре расположены ближе к центру, чем красные. 
5. Из того, что было видно в з. ф. п., сделайте заключения об угле и направлении дифракции 
света препаратом, а также о собирающей способности объектива. 
Б. Определение значения различных компонентов дифрагированного света для формирования 
изображения. 
1. В з. ф. п. объектива могут быть помещены различные экраны. Здесь рассматриваются два 
таких экрана, но можно изготовить и другие экраны из круглых покровных стекол 
подходящих размеров или маленьких дисков непрозрачного материала. 
а) Поместите в з. ф. п. объектива небольшой экран в виде шайбы, как описано в разделе А. 
Сделайте апертуру шайбы достаточно маленькой, чтобы она препятствовала прохождению 
дифрагированного света через объектив. 
б) Вставив окуляр, убедитесь, что детали изображения решетки не видны. Это можно 
объяснить только тем, что отсутствует дифрагированный свет. 
в) Убедитесь, что без дифрагированного света яркий центральный диск не может дать 
изображения препарата и что только при наличии дифрагированного света можно получить 
изображение. Если первый порядок дифракции не участвует в формировании изображения, то 
микроскоп не в состоянии разрешить линии решетки. 
г) Изготовьте экран подходящих размеров с тремя щелями и поместите его в з. ф. п. объектива 
для того, чтобы ее вид изменился с рис. 1.4, и на рис. 1.4, 5 II . 
д) Вернувшись к изображению, обратите внимание, что оно теперь содержит линии, 
расположенные значительно плотнее (рис. 1.4,5II), чем в исходном изображении (рис. 1.4,5I). 
2. Поверните пластинку Аббе так, чтобы появились скрещенные линии (рис. 1.4, 5 I). 
Рассмотрите з. ф.п. объектива, как описывалось ранее. Обратите внимание, что 
дифракционные спектры расходятся от центрального светлого диска по крайней мере в трех 
направлениях (рис. 1.4,5III). 
3. Поместите экран со щелями в з. ф. п. объектива таким образом, чтобы проходил 
дифракционный спектр только одного направления (рис. 1.4,51V). Вставьте окуляр и 
посмотрите на новое изображение (рис. 1.4, В IV). Вы увидите, что оно резко отличается от 
исходного: вместо сеточки из пересекающихся линий вы увидите серию параллельных линий, 
идущих перпендикулярно направлению спектра, прошедшего через объектив. Как следует из 
этапов 1 и 3, от того, проходит ли дифрагированный свет через з. ф. п. объектива, зависит 
появление деталей изображения. 

 
Таблица 1.7. Заменители пластинки Аббе 
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Любой препарат, содержащий мелкие повторяющиеся детали, дает возможность выполнить 
эксперименты, близкие к описанным Аббе. Одна обычно доступная в лабораторных условиях 
комбинация приведена здесь. 
1. Настройте микроскоп, чтобы наблюдать в нем диатомовую водоросль P. angulatum. 
2. Используйте масляно-иммерсионный объектив с апертурой 1,3 и диафрагмой в з. ф. п. 
3. При открытой диафрагме в з. ф. п. можно видеть гексагональную структуру панциря 
диатомовой водоросли. Закройте диафрагму и убедитесь, что рисунок исчез. 
4. Вновь откройте диафрагму в з. ф. п. и убедитесь, что картина восстановилась. Закрывайте 
диафрагму конденсора, следя за тем, чтобы картина сохранилась. 
5. Выньте окуляр и, рассматривая з. ф. п., убедитесь в наличии дифракционной картины, 
которая имеет вид яркого центрального пятна, и дифракционных спектров, расходящихся от 
него в трех направлениях, причем их максимумы находятся вблизи границ з. ф. п. (рис. 1.6, Л). 
Наблюдайте эффект открывания и закрывания диафрагмы в з. ф. п. и, наконец, закройте ее 
так, чтобы в з. ф. п. не было видно спектра первого порядка (рис. 1.6, Б). Вставьте окуляр и 
посмотрите, что стало с изображением (рис. 1.6,Г). Вновь откройте диафрагму в з. ф. п., и 
детали изображения опять появятся (рис. 1.6,5). 
6. Исходя из результатов установки диафрагмы в з. ф. п., можно заключить, что для появления 
гексагонального рисунка необходимо, чтобы свет первого порядка проходил через з. ф. п. 
объектива. Микроскоп не в состоянии разрешить детали изображения, если он не может 
собрать дифрагированный свет первого порядка. 
7. Данное упражнение можно повторить с темнопольным конденсором, что позволит 
продемонстрировать роль света нулевого порядка в построении изображения (гл. 2, разд. 4.2). 
Чтобы подытожить обсуждение того, как соотносятся препарат, численная апертура и з. ф. п. с 
качеством и детальностью изображения, еще раз обратитесь к тексту. 

 
Для наблюдения этих заменяющих препаратов необходимы соответствующие объективы. Так, например, 

для наблюдения чешуек бабочек и диатомовых водорослей требуется NA около 1,3, тогда как для: глаз 
насекомых достаточно объективов с NA около 0,17. 

Понимание того, как формируется изображение в микроскопе, необходимо, чтобы оценить, насколько 
изображение является удовлетворительной копией наблюдаемого препарата. Упражнения, предлагаемые в табл. 
1.6 и 1.7, показывают, что в конечном счете разрешающая способность объектива, которая с практической 
стороны обсуждается в разд. 2.5.3, обусловлена его способностью собирать дифрагированный свет. 

Стадии формирования изображения в микроскопе могут быть выведены из последовательных шагов, 
приведенных в табл. 1.6, Л. 

1. На первом этапе устанавливается соответствие между изображением и образцом: изображение есть 
увеличенная версия образца, в данном случае линий, протянувшихся в направлении север — юг. 

2. На втором и третьем этапах выясняется, что образец рассеивает свет за счет дифракции в направлении, 
перпендикулярном линиям, но параллельном направлению чередования светлых и темных участков в 
препарате. Объектив собирает часть дифрагированного света и пропускает его через себя. То, что собрано 
объективом, видно в качестве серии дифракционных спектров в з. ф. п. 

3. Заметьте, что синий свет отклоняется под меньшим углом по сравнению с красным, то есть он 
оказывается ближе к центру недифрагированного света. Положение и характер дифракционных максимумов в 
з. ф. п. определяет то, что мы называем оптическим преобразованием образца. 

Данные положения могут быть изложены математически с помощью уравнения для угла отклонения 
дифракционного максимума (θ) в зависимости от собирающей силы объектива (NA). 

Для каждого порядка дифракции угол 9 вычисляется па уравнению 
sin θi = iλ/x                 (1) 

где θ — угол дифракции, λ — длина волны света, а х — расстояние между линиями. Буква i обозначает 
номер порядка. Так, для дифракции третьего порядка угол (sin θ3) будет в три раза больше, чем для дифракции 
первого порядка (sinθ1). 

Если числовая апертура, которая равна n * sin α, будет больше, чем sin θ1 то лучи, отклоненные под углом θ1 
будут собраны объективом, и это будет видно по наличию спектра в з. ф. п. объектива. 

Данные эксперименты могут быть повторены и с другими дифракционными решетками. Чем больше номер 
решетки, тем меньше будет значение х в уравнении (1) и тем больше спектр будет удален от центра. 

Если в з. ф. п. объектива рассматривать решетку из перекрещенных линий (рис. 1.4,БIII), то можно видеть, 
что по диагоналям дифракционные максимумы располагаются не совсем там, где им положено быть в случае, 
если линии решетки перпендикулярны. 

Картину, возникающую в з. ф. п. объектива, иногда называют Фурье-преобразованием препарата, которое 
осуществляется цугами световых волн. 

Следующий шаг в понимании того, как получается изображение,— это определение роли каждого порядка 
дифракции в формировании изображения. 
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Рис. 1.4. Эксперименты с тестовой 
пластинкой Аббе или другими 
тестовыми решетками. Л. I. Линии 
на препарате с шагом х. А. II. 
Поперечные линии на препарате с 
шагом х. Б. Задняя фокальная 
плоскость с щелевым экраном и без 
него. В. Изображения препаратов с 
щелевыми экранами в з. ф.п. и без 
них. Стрелки указывают на 
изменения в з. ф. п. и 
взаимоотношения изображений с 
з.ф. п. 

 
Практические иллюстрации приведены в табл. 1.6,5, где предполагается, что каждый спектр в з. ф п. 

является вершиной конуса света, выходящего из задней линзы объектива (рис. 1.5). Перекрывая соответственно 
прохождение отдельных порядков дифракции, можно определить роль каждого из них в построении 
изображения. 

В табл. 1.6,5 рассмотрены первый и более высокие порядки дифракции. Значение нулевого порядка более 
подробно обсуждается в связи с факторами, влияющими на контраст. Эксперименты, объясняющие это, даны в 
табл. 2.8 (гл. 2). 

Поскольку тестовые пластинки Аббе больше не выпускаются промышленностью, то для демонстрации 
этого явления могут быть использованы заменяющие их препараты, которые можно найти в большинстве 
биологических лабораторий. В табл. 1.7 приведены инструкции по использованию такого препарата, а рис. 1.6 
иллюстрирует последовательные этапы -его наблюдения. 

Табл. 1.6 и 1.7 описывают лишь некоторые эксперименты, которые могут быть выполнены с простейшими 
приспособлениями и приводятся здесь для того, чтобы проиллюстрировать основные моменты в формировании 
изображения в микроскопе. 

 

 

Рис, 1.5. Формирование изображения 
в световом микроскопе. Основные 
этапы указаны на рисунке справа. 

Они показывают, что ограничения 
при использовании микроскопа в 
основном определяются 
способностью объектива собирать 
свет, выходящий из образца. На рис. 
1.5 процесс формирования 
изображения представлен 
графически, и указаны его 
последовательные этапы. 

 
 

2.5.2. Формирование первичного изображения 
Образец освещается цугами световых волн и рассеивает часть этого света различными способами, включая 

дифракцию. Направление и угол дифракции определяются направлением и степенью периодичности образца. 
Можно различить определенное число дифракционных максимумов, включая нулевой порядок (светлый 
центральный диск) и спектр первого порядка. 
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Рис. 1.6. Связь изображения с дифракционной картиной 
в задней фокальной плоскости объектива. Использован 
масляно-иммерсионный объектив Planapo (Zeiss), NA 
1,3—0,8, Х100. Препарат диатомовой водоросли P. 
angulatum (шкала — 20 мкм). А. З.ф.п. объектива при 
полностью открытой диафрагме объектива. На рисунке 
виден свет нулевого порядка в центре и дифракционный 
спектр первого порядка от диатомовой водоросли, 
который собран объективом. Б. З.ф.п. при закрытой 
диафрагме объектива. Дифракционный спектр первого 
порядка почти полностью исключен. В. Изображение, 
получаемое в ситуации А, где различные 
дифракционные спектры участвуют в формировании 
изображения. Г. Изображение, получаемое в ситуации Б, 
где дифракционный спектр первого порядка не участвует 
в формировании изображения. Обратите внимание, что в 
случае В разрешается гексагональная структура, а в Г — 
нет. 

 
Угол отклонения дифрагированного светового луча определяется формулой sin6 = X/A:, где к — период 

образца. 
 

Таблица 1.8. Метод нахождения диска Рамсдена и определения его размера 
 

1. Используя матовое стекло или кусочек бумаги, можно наблюдать диск Рамсдена, держа 
стекло под прямым углом на расстоянии около 3 мм от вершины окуляра и сфокусировав 
микроскоп на препарат. Диск Рамсдена в этой точке будет иметь вид слабо освещенного 
кружка. 
2. Отметьте его диаметр и расстояние от поверхности глазной линзы окуляра. 
3. Окуляры, используемые людьми, носящими очки, имеют достаточное расстояние, чтобы 
очковая линза могла поместиться между поверхностью окуляра и глазом. Величина диска 
Рамсдена пропорциональна апертуре объектива и обратно пропорциональна общему 
увеличению микроскопа, как следует из уравнения 4. 

 
Объектив собирает свет, рассеянный образцом. Число порядков дифракции, собранное объективом, 

определяется его отверстным углом (sin а), а более точно — числовой апертурой, в которой учитывается 
показатель преломления среды, находящейся между препаратом и объективом. 

Если из микроскопа вынуть окуляр, то с помощью фазового телескопа можно наблюдать з. ф. п. объектива. 
Она содержит множество изображений источника света, число которых соответствует числу порядков 
дифрагированного света, собранных объективом. Таким образом, з. ф. п. выступает в роли оптического 
преобразователя образца. 

Свет, выходящий из з. ф. п., распространяется в виде серии конусов, вершины которых представляют собой 
дифракционный спектр, видимый в з. ф. п. Поскольку лучи в каждом из этих конусов происходят из одного 
источника, то они способны интерферировать. Интерференционная картина, возникающая в плоскости 
первичного изображения, есть результат взаимодействия света нулевого и первого порядков. Эта 
интерференционная картина является первичным изображением и представляет собой увеличенную 
репродукцию образца. 

Можно показать, что если перекрыть свет нулевого порядка, заслонив центральную часть з. ф. п., то в 
результате получится изображение с обратным контрастом. Если аналогичным образом удалить первый 
дифракционный максимум, то изображение, получающееся в результате интерференции нулевого максимума и 
второго максимума, будет нести удвоенное количество информации. Взаимооднозначное соответствие между 
деталями образца и изображения достигается только тогда, когда в формировании изображения участвует 
первый дифракционный максимум. Все остальные дифракционные максимумы, попадающие в изображение, 
улучшают его качество, давая более резкие границы деталей и лучшее разрешение изображения по 
интенсивности. Первичное изображение само по себе есть Фурье-преобразование, которое реализуется в з. ф. п. 
объектива, и, таким образом, к нему приложимы многочисленные термины, описывающие данный процесс. 
Если дифракционный максимум первого порядка не участвует в построении изображения, то микроскоп не 
может разрешить детали препарата, дающие такую дифракцию. 

3. ф. п. объектива будет еще раз обсуждаться в гл. 2 применительно к фазово-контрастной микроскопии. 

2.5.3. Разрешающая способность 
Эксперименты с тестовой пластинкой Аббе и с диатомовыми водорослями показывают, как строится 
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изображение в микроскопе из света, который проходит через з. ф. п. объектива. Если мы видим деталь 
изображения, то это значит, что микроскоп разрешил соответствующую деталь и построил ее изображение. Мы 
уже видели, что разрешение деталей возможно только в том случае, если объектив собирает первый 
дифракционный максимум достаточно хорошо для того, чтобы в результате интерференции возникло 
первичное изображение. Данная возможность объектива определяется его NA. 

Величина NA не имеет размерности, так как она является отношением двух величин. Мы уже видели, что 
синий свет собирается легче, чем красный, при любом значении NA. Таким образом, разрешающая сила 
пропорциональна NA и обратно пропорциональна длине волны освещающего препарат света. Разрешающая 
сила может быть выражена как способность разрешать отрезок (между двумя точками), и этот отрезок 
называется разрешением. Оно задается формулой: 

Разрешение = 0,61 X λ/NА.                                       (2) 
Подставляя в данную формулу длину волны зеленого света, например, 500 нм, и NA 1,3, мы получаем 

разрешение объектива около 250 нм. Таким образом, теоретически микроскоп позволяет исследователю 
наблюдать раздельно две точки, находящиеся на расстоянии 250 нм. Их невозможно будет разрешить, если они 
будут находиться друг к другу ближе, чем на расстоянии 250 нм. 

2.5.4. Роль конденсора в разрешении микроскопа 
В уравнении (2) используется NA объектива, однако на практике конденсор также играет определенную 

роль в достижении максимального разрешения. Во всех экспериментах, о которых говорилось выше, 
использовался очень узкий пучок света, чтобы наблюдать угол дифракции. Однако на самом деле конденсор 
освещает объект широким конусом света. При освещении по Кёлеру этот конус составляет примерно 66% от 
конуса, воспринимаемого объективом. Так, объектив с апертурой 1,3 требует конденсора с апертурой 0,9. Это 
означает, что некоторые лучи будут выходить из препарата под углом около 70° к вертикали. Эти лучи будут 
давать первый и более высокие дифракционные максимумы на стороне, обращенной к объективу, а те же 
максимумы со стороны предметного стекла будут потеряны. Если конденсор вообще не имеет числовой 
апертуры, то свет не попадает на образец. Таким образом, в формуле для разрешающей способности должен 
учитываться конденсор. На практике она имеет следующий вид: 

Разрешение = 0,61 х λ /(NAoб. + NАконд.)/2.                                        (3) 
Глаз человека имеет предел разрешения порядка 2-х угловых минут у людей с ослабленным зрением и 

порядка 1-й минуты у людей с острым зрением. Таким образом, разрешение микроскопа должно быть таким, 
чтобы для глаза угловые размеры достигали вышеуказанной величины. Эта проблема будет обсуждаться в 
следующем разделе. 

2.5.5. Увеличение 
Схема светового микроскопа, выполненная на основании геометрической оптики, показывает (рис. 1.7), что 

увеличение есть двустадийный процесс. 
Во-первых, увеличенное действительное изображение (Н) препарата (h) создается объективом в плоскости 

первичного изображения. Математически увеличение есть отношение размеров изображения к размерам 
препарата (когда оба они находятся на одинаковом расстоянии от глаза или экрана). Это первичное увеличение, 
которое часто бывает выгравировано на объективе. Создаваемое объективом изображение оказывается в 
микроскопе внутри окуляра и является перевернутым. Если поместить маленький кружочек матового стекла на 
то место окуляра, где обычно располагается измерительная шкала, то, в случае контрастного образца, можно 
увидеть первичное изображение. 

Во-вторых, проходя через окуляр, свет меняет свое направление таким образом, что в глаз попадает конус 
света со значительно большим углом. Это вторичное увеличение, которое обычно выгравировано на окуляре. 
Конечное изображение, наблюдаемое при этой величине угла, будет иметь размер Н'. Общее увеличение 
микроскопа (У. М.) есть результат первичного увеличения объектива и вторичного увеличения окуляра. 

Увеличение объектива, -как правило, очень тесно связано с его апертурой. Так, апертуре 0,65 соответствует 
увеличение 

 
Dp= (2 X Dя X NA)/У.М.,                      (4) 

 
где Dя — расстояние ясного зрения, которое полагается равным 250 мм. Для практических целей диаметр 

диска Рамсдена (Dp) может быть принят равным 1—3 мм. Эти параметры ограничивают отношение увеличения 
к числовой апертуре в пределах от 170 до 1000. 

Практическое правило, приведенное выше, должно быть скорректировано в соответствии с размером зрачка 
глаза наблюдателя. С оптической точки зрения зрачок наблюдателя — это входной зрачок (глаз), а диск 
Рамсдена — выходной зрачок (микроскоп). Они работают совместно лучше всего тогда, когда их размеры 
совпадают и они правильно расположены друг относительно друга. Для определения положения и размеров 
диска Рамсдена см. табл. 1.8. 
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Рис. 1.7. Геометрическая оптика светового 
микроскопа: fOK — фокусное расстояние 
окуляра; foe — фокусное расстояние 
объектива; Т — длина тубуса; h — 
размеры препарата; Н — размеры 
первичного изображения; Н' — размеры 
конечного изображения; £>я — 
расстояние ясного зрения (250 мм). 
Х40, а апертуре 1,3 соответствует 
увеличение около ХЮО. Окуляры имеют 
увеличение 10 или 6,3, но могут быть и 
другие увеличения. В некоторых 
микроскопах имеется система, 
позволяющая изменять увеличение, 
даваемое окулярами. Однако существует 
определенное соответствие между общим 
увеличением микроскопа и числовой 
апертурой используемого объектива: 
 

 
 

Таблица 1.9. Демонстрация пустого (избыточного) увеличения 
 

1. Рассмотрите диатомовую водоросль, например Navicula lyra, с помощью объектива Х40 
с NA 0,65 и окуляра Х6, дающих общее увеличение Х240. Отметьте, что в изображении, 
полученном с помощью данного объектива, можно различить точки, расстояние между 
которыми равно примерно 500 нм. 
2. Повторите наблюдение с объективом ХЮ, NA 0,25 и окуляром Х25, которые вместе 
дадут вам примерно то же увеличение. Контур клеток виден, но детали их поверхности не 
видны. 
3. Можно сделать вывод, что во втором случае имеется избыточное увеличение. Объектив 
способен разрешить детали размером не менее, чем 1200 нм, а детали строения диатомовой 
водоросли значительно мельче. Таким образом, в данном случае имеется избыточное, или 
пустое увеличение. 

 

2.5.6. Увеличение и разрешение 
Дальнейшее увеличение лимитируется пределом разрешения объектива (см. разд. 2.5.3). Функция 

увеличения состоит в том, чтобы сделать угловые размеры деталей изображения достаточными для того, чтобы 
глаз мог их различать. Искомый угол лежит в пределах 1—2-х угловых минут. При стандартном расстоянии 250 
мм от глаза под таким углом виден отрезок длиной 0,1 мм. Таким образом, разрешение объектива должно 
соответствовать этому уровню. Например, для того, чтобы достичь разрешения деталей в 500 нм, минимальное 
увеличение микроскопа при использовании объектива с числовой апертурой 0,65 нм теоретически должно быть 
200. На практике используется увеличение, которое в несколько раз превышает расчетное. Эти величины могут 
быть получены из приведенных выше формул. Можно видеть, что для получения общего увеличения 400 при 
использовании объектива с числовой апертурой 0,65 и первичным увеличением Х40 необходимо использовать 
окуляр с увеличением не менее Х5 (см. табл. 1.9). 

Любое дополнительное увеличение сверх минимального называется пустым (бесполезным) увеличением. 
Оно несколько ухудшает изображение, не добавляя к нему никаких новых деталей. 

2.5.7. Резюме; о роли дифракции в световой микроскопии 
В разд. 2.5.1—2.5.6 было уже достаточно сказано об отдельных сторонах данного явления, теперь 

необходимо только свести их все вместе. Дифракция— это лишь один из путей рассеяния света образцом, 
однако было показано, что она находится в количественном соответствии с латеральной разрешающей 
способностью микроскопа. Разрешающая сила объектива определяется его способностью собирать 
дифрагированный свет; соответствующий параметр объектива называется его числовой апертурой. Предел 
разрешения объектива доводится до предела разрешения глаза наблюдателя с помощью увеличения, величина 
которого оговаривалась выше. Любое дополнительное увеличение не дает дополнительной информации, 
однако оно может быть полезно, чтобы избежать излишнего напряжения глаз. 

Разрешение, о котором мы говорили до сих пор, — это разрешение по осям х и у препарата. Теперь нам 
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предстоит рассмотреть разрешение по оси z. Оно также зависит от NA объектива и будет обсуждаться в 
следующем разделе. 

 

3. Глубина поля зрения (глубина резкости) 
Рассмотрение оптических причин появления глубины резкости (г. р.) не входит в задачу настоящей книги, 

но на практике пределы глубины в микроскопии очень важны. Большая г. р. является наиболее 
привлекательной чертой сканирующей электронной микроскопии, однако сканирующая световая микроскопия 
еще не достигла такого же совершенства и не имеет столь же широкого употребления. Очень малая г. р. 
объективов с большим увеличением используется для того, чтобы получать информацию в каждый данный 
момент времени только с одной плоскости на оси z внутри препарата. (В настоящее время разработана 
методика использования изображений с очень малой глубиной резкости, получаемых на лазерных 
сканирующих микроскопах.) Повышение контраста изображения достигается за счет удаления 
расфокусированного света, исходящего из плоскостей, лежащих выше и ниже плоскости, находящейся в 
фокусе. Данная техника рассмотрена в разд. 3.1. 

При визуальной микроскопии г. р. зависит от трех факторов: разрешающей способности объектива по оси г; 
геометрической г. р. и аккомодационной способности глаза [1]. Эти факторы объединены в уравнении (5). Г. р. 
прямо пропорциональна длине волны используемого света, обратно пропорциональна не просто апертуре 
объектива, а квадрату ее и также обратно пропорциональна увеличению. Джеймс [1] рассчитал г. р. прибора, 
которая есть видимая г. р. минус фактор глаза. Некоторые значения ее приведены в табл. 1.10. 

 
Таблица 1.10. Общая глубина резкости (мкм) в зависимости от объектива и 

общего увеличения (п=1,5) [1] 
 
     Общее увеличение микроскопа 

Числовая 
апертура 
объектива 

Х10 Х50 Х100 Х500 X1000 

0,05 1187 371    
0,3   22 8  

0,65    3 2 
0,85    2 1 
1,3    1 0,6 

 
г.р. = n[λ/2 X (NА)2]+[0,34/(У. M. X NA)].                                    (5) 

 
Величины, приводимые в табл. 1.10, являются ориентировочными, но можно видеть, что они очень малы 

для объективов с большой NA и что если величина г. р. является критической, то в некоторых случаях лучше 
использовать объективы с малой NA и небольшим первичным увеличением в комбинации с окулярами с 
большим увеличением. Такая комбинация, разумеется, скажется на латеральном разрешении, как показано в 
разд. 2.5. Измерение глубины поля зрения описано в гл. 7, разд. 2.3. 

При визуальном наблюдении опытный исследователь постоянно двигает фокус вверх и вниз с тем, чтобы 
составить себе представление об изображении по всей глубине. Будущие разработки в области видеозаписи и 
вывода на экран собранных изображений, как упоминалось выше, смогут избавить людей от такого 
запоминания. Фотография поля зрения очень хорошо показывает пределы г. р. при фиксированной 
фокусировке. Малая глубина фокуса является преимуществом в том случае, когда необходимо использовать 
оптическое сечение по оси z. 

3.1. Тандемная или конфокальная сканирующая микроскопия 
В последнее время с целью обойти ограничение, налагаемое в световой микроскопии малой глубиной 

фокуса, была предложена сканирующая техника. В ней препарат сканируется серией очень маленьких полей 
зрения, изображения этих полей •собираются по отдельности, затем полное изображение восстанавливается из 
них, как мозаика. В одном из таких микроскопов используется вращающийся диск Нипкова диаметром 100 мм, 
содержащий 48000 отверстий, через которые освещается препарат. При отражательной микроскопии тот же 
диск используется для пропускания света. Частота сканирования составляет 12 000 линий через изображение, 
прибор дает 20 полных изображений в секунду, составленных из 400 частичных изображений. Эта система 
была названа тандемным сканирующим отражательным световым микроскопом (ТСОСМ). Петран и др. [3] 
использовали эту технику для исследования деталей строения костей в крупных объектах, таких, как черепа, и 
для исследования малопрозрачных трехмерных препаратов, таких, как ткани растений или животных. 

Несколько лазерных сканирующих микроскопов было разработано с целью улучшения качества 
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изображения путем уменьшения вклада изображений, находящихся выше и ниже фокуса. Примерами являются 
Laser Scan (Zeiss), а также SOM и Laser-sharp (Bio-Rad). В SOM изображение строится по точкам с помощью 
сканирования сфокусированным лазерным лучом. Электронная обработка изображения дает картину, 
несколько напоминающую сканирующую электронную микроскопию. Прибор может быть настроен так, чтобы 
удалить несфокусированные изображения, что позволяет значительно лучше различать детали изображения. 
Для того чтобы удалить несфокусированные детали изображения, в плоскость первичного изображения 
вводится очень маленькая диафрагма, которая располагается непосредственно перед детектором и, таким 
образом, оказывается в плоскости, сопряженной с точечной полевой диафрагмой. Н. С. Уайт (N. S. White) 
установил (личное сообщение), что такая система повышает разрешение микроскопа в 1,4 раза. 

Фирмой Bio-Rad совместно с В. Б. Амосом (W. В. Amos) и Дж. Г. Уайтом (J. G. White) из MRC в Кембридже 
разработано приспособление для установки системы MRC Laser-sharp на тринокулярные насадки многих 
обычных микроскопов. По-видимому, конфокальная микроскопия может быть с успехом применена для 
удаления фона рассеянного света при эпифлуоресцентной технике наблюдения. Примерами применения этой 
техники могут служить наблюдения веретена деления в клетках, слоев мозга и каналов в развивающемся 
курином эмбрионе, деталей строения эмбрионов нематод в скоплениях яиц. Все это может быть отчетливо 
видно сквозь окружающие структуры, которые при других методах наблюдения вызывают рассеяние света, 
мешающее наблюдению. Поскольку количество возбуждающего света при конфокальной микроскопии 
значительно уменьшается, то повреждение образцов становится не таким серьезным. Кроме того, поскольку 
изображение может храниться до перенесения на фотопленку, снижается вероятность фотообесцвечивания 
образца [4]. 

 

4. Поле зрения 
Маркировка увеличения на объективах и окулярах требует некоторого объяснения. В случае, если линза не 

дает действительного изображения, как например окуляры микроскопов, она изменяет угол падения лучей 
света. Это называется угловым увеличением и обычно обозначается символом Х10, нанесенным на окуляры. 

Многие, хотя и не все объективы дают реальное изображение. Соотношение размеров изображения с 
размерами деталей препарата представляет собой линейное (латеральное) увеличение, которое вполне точно 
передается в виде отношения, например, 100:1. Некоторые объективы имеют такую маркировку, на других 
приводится более краткое обозначение этого отношения, в данном случае—100. Объективы, 
скорректированные на бесконечность, не дают реального изображения. Их увеличение является угловым и, 
таким образом, должно правильно обозначаться как Х100. Однако старые объективы могут иметь такую 
маркировку и в случае, если они дают реальное изображение. 

Новичок может быть ошеломлен увеличением размеров деталей, видимых в микроскопе, однако он не сразу 
понимает, что его поле зрения очень мало. Так, например, если общее увеличение микроскопа равно Х1000, то 
в линейных размерах соотношение составляет 1 мм к 1 м, а в единицах площади изображение занимает лишь 
одну миллионную часть образца. Об этом необходимо помнить, особенно тогда, когда заключения о строении 
целого основываются на наблюдениях одного образца. 

Желательно потратить некоторое время на то, чтобы определить размеры поля зрения при разных окулярах 
и объективах. Для малых увеличений годится линейка с миллиметровыми делениями, которые можно 
пересчитать от края до края поля зрения. Для больших увеличений необходимо воспользоваться 
окулярмикрометром. 

Многие фирмы-изготовители выпускают окуляры с широким полем зрения, что указывается на их оправах. 
Сравните их с обычными и посмотрите, какие они дают преимущества. На многих окулярах помимо 
увеличения выгравировано другое число, которое является фактором поля зрения. Данное число есть диаметр 
(в мм) максимального поля зрения, который вычисляется следующим образом. Поле зрения при использовании 
данного окуляра будет составлять в мм указанное число, деленное на увеличение объектива. Соотношение 
может также изменяться за счет фактора тубуса, который необходимо учитывать при точных расчетах. Так, 
например, у окуляров широкого поля зрения с фактором поля зрения, равным 18, при использовании объектива 
40: 1 линейные размеры поля зрения составят 0,4мм. Если вы хотите определить свой фактор тубуса, вам 
необходимо измерить приведенными выше методами фактический размер поля зрения, используя различные 
объективы и уравнение, приведенное ниже: 

Поле зрения (мм) = Фактор поля зрения/ Увеличение объективах X Фактор тубуса            (6) 
 

5. Резюме 
Итак, препарат, освещаемый цугами световых волн, рассеивает их в различной степени в зависимости от 

своей структуры. Объектив собирает часть рассеянного света в соответствии со своей апертурой. Рассеянный 
свет, взаимодействуя со светом, прямо прошедшим через препарат, в результате преломления в линзах дает 
интерференционную картину, которая является первичным изображением микроскопа. 

Наблюдатель считает, что эта картина отражает строение препарата, однако аутентичность их лимитируется 
рядом факторов. Такими факторами являются аберрации линз и недостаточная разрешающая сила объектива, 
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не позволяющая увидеть детали. Общее увеличение микроскопа может быть либо недостаточным для того, 
чтобы соответствующие детали различались глазом, или напротив, слишком большим, что приводит к 
загрублению изображения. 

Рассеянный свет является серьезной помехой для качества изображения, но его можно в достаточной 
степени регулировать, используя освещение по Кёлеру. Обычно при микроскопии толстых препаратов 
изображение ухудшается за счет нежелательного света, попадающего из плоскостей, которые находятся не в 
фокусе. В некоторых новых разработках специально используется очень малая г. р., которую дают сильные 
объективы. Путем сканирования очень маленьких полей зрения и сохранения их изображений, а также за счет 
удаления изображений, находящихся не в фокусе, можно в дальнейшем с помощью электроники синтезировать 
изображения высокого качества, которые нельзя получить иным способом. 

Для того чтобы детали образца были видны, они должны быть разрешены в изображении. Увеличение 
изображения должно быть достаточным, с тем чтобы соответствовать разрешающей способности глаза. Чтобы 
глаз различал изображение, необходим также достаточный контраст. Методы, позволяющие достичь высокого 
контраста, в которых используются семь основных видов взаимодействий света с веществом, будут 
рассмотрены в гл. 2. 

Цели световой микроскопии, таким образом, следующие: 1) сделать видимыми мелкие детали и 2) 
установить, с какой степенью точности изображение копирует препарат. 

 

6. Литература для дальнейшего чтения 
1. James, J. (1974) Light Microscopy Techniques in Biology and Medicine. Martinus Nijhoff, The Netherlands. 
2. Michel, R. (1964) Die Grundzuge der Theorie des Microscops. Wissenschaft-liche Verlagsgesellschaft MBH, 

Stuttgart. (Содержит много диаграмм и рисунков, которые легко могут быть поняты не немецкоязычным 
читателем. Содержит многие расширенные описания экспериментов Аббе и объяснение метода фазового 
контраста). 

3. Petran, M., Hadrausky, M., Benes, J., Kucera.R. and Boyde.A. (1985). Proc. R. Microsc. Soc., 20, 125—129. 
4. Amos, W. B. and White, J. G. (1987) Proc. R. Microsc. Soc., 22, 525. 
 

ВИЗУАЛИЗАЦИЯ ПРОЗРАЧНЫХ ПРЕПАРАТОВ ПУТЕМ 
ПОВЫШЕНИЯ КОНТРАСТА 

А. Дж. Лейси 
 

1. Введение 
В данной главе рассматривается ряд широко используемых приемов, позволяющих получить контраст либо 

между изображением образца и фоном, либо между отдельными деталями изображения. Часть, посвященная 
отражательной интерференционной микроскопии, написана профессором А. С. Г. Кертисом (A. S. G. Curtis). 
Здесь лишь мельком затронута флуоресценция, поскольку она является предметом специального рассмотрения 
в гл. 6. При описании каждой методики рассматриваются ее принципы, практическая процедура и возможности 
применения, а также даются комментарии к той дополнительной информации о препарате, которую можно 
получить, используя различные методы усиления контраста. В основном речь будет идти о получении 
контраста в изображении деталей строения живых клеток. Приводимые в качестве примеров препараты были 
выбраны для иллюстрации данных методик как наиболее доступные. В последнем разделе сделана попытка 
проанализировать все методики применительно к одному препарату с тем, чтобы суммировать их и, кроме 
того» показать, как каждое изображение может быть интерпретировано с точки зрения физико-химических 
свойств препарата независимо от того, контрастно оно или нет. 

Многим биологическим лабораториям доступны теперь микроскопы, позволяющие использовать как 
проходящий, так и падающий свет. Эти микроскопы дают возможность последовательно изучать один и тот же 
препарат с помощью различных методов контрастирования, не переставляя его, Обычно препарат вначале 
просматривается в фазовом контрасте в проходящем свете, а затем простым поворотом рукоятки можно 
перейти к эпифлуоресценции или другому методу, использующему падающий свет, чтобы рассмотреть детали 
строения клеток. Одновременно оба метода используют очень редко, поскольку за счет отражения ухудшается 
изображение, создаваемое проходящим светом, и наоборот. Совместное использование двух методов описано в 
работе [23]. 

Светлопольная микроскопия, которая по-прежнему используется наиболее широко, будет рассматриваться в 
большинстве глав настоящей книги. Она может быть существенно усовершенствована за счет применения 
различных светофильтров, при этом полностью ее возможности реализуются только при установке освещения 
по методу Кёлера, описанному в гл. 1, разд. 1.1. 
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1.1. Определение контраста 
Контраст есть отношение разности между интенсивностью (степенью освещенности) фона (7ф) и 

интенсивностью препарата (1П) к интенсивности фона: 
Контраст = (Iф-Iп)/Iф.                           (1) 

Так, яркий белый объект на ярко освещенном фоне не будет давать никакого контраста и, следовательно, 
будет невидим. Не будет заметен и (маленький) темный объект на ярко освещенном фоне. Однако если 
препарат светлый, а фон черный, то контраст получается очень хороший. Методы получения контраста 
основываются на взаимодействиях света с веществом, рассмотренных в гл. 1, разд. 2. 

2. Светлопольная микроскопия 
Инструкции по настройке микроскопа и получению контраста при данном методе приведены в табл. 2.1. Как 

можно видеть из этапа 4 в разделе Б (табл. 2.1), контрастность улучшается при закрывании диафрагмы 
конденсора. Есть соблазн делать это во всех случаях, когда контраст недостаточен, но следует помнить, что при 
использовании узкого пучка света ухудшится разрешение мелких деталей. Если апертура слишком маленькая, 
то в результате дифракции вокруг мелких структур возникают ложные границы. В этом случае метод 
непригоден для наблюдения мелких деталей. 

При микроскопии в светлом поле отдельные живые клетки или монослои клеток обычно не изменяют 
световой поток за счет поглощения настолько, чтобы достигалась контрастность изображения. Однако в 
сочетании с использованием красителей Светлопольная микроскопия является мощным, широко 
распространенным методом, который может быть еще более усовершенствован за счет применения 
светофильтров. 

 
Таблица 2.1. Светлопольная микроскопия: установка контраста 

A. Установите освещение по Кёлеру, как указано в гл. 1, разд. 1.2. 
Б. Случай низкого контраста. 
1. Замените препарат, который использовался для установки света по Кёлеру, на препарат 
клеток буккального эпителия (он готовится следующим образом: прикоснитесь к внутренней 
стороне щеки чистым пальцем или деревянным шпателем, перенесите клетки на чистое 
предметное стекло в каплю слюны и накройте покровным стеклом) или клеток кожицы лука, 
как описано в табл. 1.7. 
2. Посмотрите на препарат, освещенный по методу Кёлера. Убедитесь, что практически 
ничего не видно, то есть при данном методе контраст недостаточен для того, чтобы 
наблюдать неокрашенный биологический материал. Могут быть видны лишь некоторые 
вертикальные стенки клеток кожицы лука благодаря их способности поглощать свет и в 
результате образовывать тень. 
3. Обратите внимание, что изображение зависит от степени поглощения. 
4. Закрывая апертурную диафрагму, обратите внимание на усиление контраста. Критику 
данного метода смотрите в резюме настоящей главы. 
B. Случай высокого контраста. 
1. Теперь замените препарат на другой, например, на окрашенный срез кожи [1]. Помните, 
что для правильного освещения необходимо открыть апертурную диафрагму. 
2. В препарате видны ярко окрашенные цветные слои на белом фоне. 
3. Обратите внимание на то, что контраст достигается за счет избирательного поглощения 
света, возникающего в процессе окрашивания (и приготовления срезов), когда процессы 
жизнедеятельности в препарате прекращены. 
4. Для наблюдения контраста, создаваемого различными окрашенными слоями, можно 
использовать светофильтры соответствующих и дополнительных цветов. Более подробно 
данный вопрос рассмотрен в разд. 7.2 данной главы и в разд. 8.2.1 гл. 3. 

3. Фазовый контраст 
Принцип метода. В заднюю фокальную плоскость (з. ф. п.) объектива вводится пластинка, создающая два 

эффекта: 1) изменение фазы света нулевого порядка дифракции по отношению к другим порядкам (см. гл. 1, 
разд. 2.5) и 2) снижение интенсивности света нулевого порядка и в результате — уравнивание его с другими 
порядками. В современных микроскопах пластинка содержит кольцевое отверстие, которое отличается по 
толщине от остальной части пластинки и покрыто тонким слоем серебра для частичного поглощения светового 
потока от нулевого максимума. 

Для того чтобы свет попадал в фазовое кольцо, в передней фокальной плоскости конденсора, то есть в 
плоскости, сопряженной с з. ф. п. объектива, устанавливается кольцевое отверстие. 

Глядя в фазовый телескоп, который вставляется вместо окуляра и фокусируется на з. ф. п. объектива, эти 
два кольца нужно подобрать по размерам и совместить как указано в табл. 2.2. 
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Таблица 2.2. Методика установки фазового контраста 

1. Проверьте наличие фазово-контрастных объективов и соответствующего конденсора, 
желательно также иметь вспомогательный телескоп, необходимый для наблюдения з. ф. 
п. объектива. 
2. Рассмотрите препарат буккального эпителия (табл. 2.1), используя освещение по 
Кёлеру. Обратите внимание на очень низкий контраст при нормальном светлопольном 
освещении. Некоторое усиление контраста, необходимое для обнаружения клеток, 
достигается при закрывании диафрагмы конденсора. 
3. Найдя клетки, откройте апертурную диафрагму и установите соответствующее кольцо 
в конденсоре — оно обозначается окрашенной полоской или цифрой на объективе. 
4. Сфокусировав телескоп из з. ф. п., совместите изображение освещающей кольцевой 
диафрагмы и фазового кольца, которое выглядит более темным на общем фоне. Если 
изображение светлого кольца слишком большое или маленькое или оно 
расфокусировано, то это значит, что вы неправильно установили свет по Кёлеру или же 
опустился конденсор. В этом случае установите фокус конденсора. Если размер светлого 
кольца явно не соответствует темному кольцу, то вы неправильно выбрали кольцо на 
конденсоре, это необходимо проверить. Теперь вы создали все условия для фазового 
контраста, за исключением того, что не ввели зеленый светофильтр. Не все им 
пользуются, однако он желателен, так как сдвиг длины волны 360°/4 рассчитан именно 
для зеленого света и не вполне соблюдается для белого света, представляющего собой 
смесь различных длин волн. 
5. Замените телескоп на окуляр и проводите наблюдения. Вам может понадобиться 
увеличить накал лампы осветителя, но следите за тем, чтобы не перекалить ее. 
Вы можете сначала настроить микроскоп с помощью контрастного препарата, а затем 
заменить его на препарат прозрачного слоя клеток, чтобы оставить ту же плоскость 
фокуса, если толщина предметного стекла та же. 
6. Установите объектив высокого разрешения и повторите этапы 1—4. Большинство 
микроскопов отцентрированы для смены различных объективов и конденсоров, но все же 
лучше время от времени проверять центровку. 

 
Для работы с фазовым контрастом необходимо проверить наличие соответствующих аксессуаров в вашем 

микроскопе, кроме того, желательно иметь зеленый светофильтр. Проверьте также регулировочные винты для 
фазового контраста, которые должны ходить независимо от центровочных винтов конденсора. Если в 
микроскопе установлено освещение по Кёлеру, то кольцевая пластинка в конденсоре будет находиться в 
плоскости, сопряженной с фазовой пластинкой з. ф. п. объектива, и если при установке объектива и кольцевой 
пластинки вы правильно следовали маркировке фирмы-изготовителя, то в з. ф. п, оба кольца будут хорошо 
перекрываться. 

При микроскопии образец всегда рассеивает свет, так что свет, прошедший через образец, имеет меньшую 
интенсивность, чем тот, который не проходил через него. (Сравните, например, интенсивность нулевого 
порядка дифракции в присутствии и в отсутствие препарата.) Рассеяние света есть результат его дифракции и 
преломления, а также отражения и поглощения. В случае прозрачного образца рассеянный свет выходит из 
препарата с фазовыми сдвигами относительно нулевого максимума. Для монослоя клеток эта разность фаз 
составляет около четверти длины волны, а не 1/2 длины волны. При таком малом сдвиге фаз интерференция не 
будет достаточно сильной, чтобы изменение амплитуды было заметным для глаза. Фазово-контрастный 
микроскоп приводит эти фазовые сдвиги к такому уровню, который может дать различимую 
интерференционную картину. 

 
Таблица 2.3. Обнаружение разделения дифрагированного и недифрагированного света при фазово-

контрастной микроскопии 
 

1. Установите микроскоп, как указано в табл. 2.2 (этапы 1—4), но замените препарат клеток на 
дифракционную решетку или тестовую пластинку Аббе, как указано в гл. 1, разд. 2.5.1. 
2. Рассмотрите з. ф. п., где вы увидите картину, показанную на рис. 2.1. 
3. Заметьте, что нулевой порядок проходит через замедляющее фазовое кольцо, а 
дифрагированные лучи (имеющие вид множества колец) большей частью не проходят через 
него. Только малая часть их окружности попадает на фазовое кольцо. В случае если кольцо 
нулевого порядка не совпадает с фазовым кольцом, отношение его интенсивности к 
интенсивностям колец дифрагированного света сильно изменяется. 
4. Измените центровку и кольцевую диафрагму конденсора и посмотрите, как это повлияет на 
картину в з. ф. п. объектива и на контраст изображения. Для объектива с небольшим 
увеличением, например Х10, можно применить большое кольцо конденсора, что позволит 
получить изображение в полностью перевернутом контрасте, так называемом темном поле, 
которое будет обсуждаться далее в разд. 4. 
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3.1. Интерпретация фазово-контрастного изображения 
Изображение представлено разными интенсивностями серого (до белого) или зеленого (при зеленом 

светофильтре). При позитивном фазовом контрасте ядра и цитоплазматические гранулы в клетках буккального 
эпителия выглядят более темными, чем цитоплазма и окружающий фон. Позитивное фазово-контрастное 
устройство переводит разность длин оптических путей в некоторую разность интенсивностей в изображении 
таким образом, что большей длине пути соответствует более темное изображение. Длина оптического пути есть 
расстояние (t), проходимое светом вдоль оси z до глаза, умноженное на показатель преломления (/г) той части 
препарата, через которую прошел свет. И линейный путь, и показатель преломления могут быть различными в 
разных участках препарата и фона. 

Длина оптического пути (∆) = t X (nп - nс).                                   (2) 
В уравнении (2) nп есть показатель преломления препарата, а nс — показатель преломления среды, в 

которую заключен препарат. 
Существуют также негативные системы, в которых ситуация обратная описанной выше, то есть ядро будет 

выглядеть светлым по сравнению с окружением, где длина оптического пути была меньше. Неясности 
возникают в тех случаях, когда разность длин оптических путей составляет более 360/4, или этом существенно 
положение фокуса. Здесь, однако, мы имели дело только с контрастом и достигли достаточно высокого 
контраста для того, чтобы изображение, иначе невидимое или плохо видимое, стало доступным для глаза или 
для фотографирования на фотопленку. 

 

 

Рис. 2.1. Дифракция в фазово-
контрастном микроскопе. А. 
Препарат — фазовая решетка с 
периодом примерно 10 мкм. Б. 
З.ф.п. объектива с апертурой 
0,25, в которой виден свет 
нулевого порядка дифракции 
(0), накладывающийся на 
фазовое кольцо, и другие 
порядки дифрагированного 
света (1 и 2), которые частично 
проходят через фазовое кольцо, 
но в основном располагаются 
внутри и снаружи от него. 

3.2. Дифрагированный свет в фазовом контрасте 
Пример, иллюстрирующий результаты удаления дифрагированного света в фазово-контрастном 

микроскопе, приведен в табл. 2.3 и на рис. 2.1. 

3.3. Использование фазового контраста для измерения параметров ядра в клетках 
(иммерсионная рефрактометрия) 

Способность микроскопа преобразовывать разность длин оптического пути в разность интенсивностей 
позволяет проводить измерения, например определять внутри клеток линейные размеры ядра по оси z, а также 
его показатель преломления. 

Для более подробного обсуждения данной темы см. работу Росса [2]. В табл. 2.4 дана методика измерений 
образцов. Эти весьма показательные примеры, впервые опубликованные Барером и Джозефом в серии статей 
[3—5], широко используются в учебных курсах, разработанных Королевским микроскопическим обществом. 

Фазово-контрастная микроскопия открыла большие возможности для наблюдения за живыми клетками и 
стала теперь широко использоваться. Этот метод характеризуется высокой чувствительностью, позволяющей 
различать 7/360 длины волны. Этот вид микроскопии имеет, однако, существенный недостаток, выражающийся 
в том, что изображение каждого элемента окружено ярким ореолом. Это затрудняет проведение измерений, 
особенно когда объекты очень мелкие. 

 

3.4. Интерпретация фазово-контрастных изображений 
Изображение в фазово-контрастном микроскопе создается в результате интерференции световых пучков, 

относительная фаза которых была изменена светособирающим устройством. Таким образом, изображение 
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представляет собой карту разностей длин оптических путей между деталями препарата или между препаратом 
и фоном. Поскольку коэффициенты преломления белковых растворов зависят от их концентраций, то 
изображение в фазово-контрастном микроскопе представляет собой также и карту концентраций или масс 
белков и других компонентов протопласта. Обратите внимание, что для достижения высокого контраста 
необходимо, чтобы дифрагированный свет был достаточно отделен от света нулевого порядка на всем 
оптическом пути, с тем чтобы первый не попал в фазовое кольцо в з. ф. п. объектива. 

 
 

Таблица 2.4. Иммерсионная рефрактометрия гепатоцитов 
 

А. Иллюстрация изменений показателя преломления и измерение показателя 
преломления живой амебы. 
Приборы и препараты: рефрактометр для сахара; лиофилизированная фракция V бычьего 
сывороточного альбумина; фазово-контрастный микроскоп с зеленым светофильтром. 
1. Приготовьте водные растворы альбумина различной концентрации. Маточный раствор 
может быть очень вязким, но его можно хранить в замороженном виде примерно 1 
неделю. 
2. Измерьте с помощью рефрактометра для Сахаров показатель преломления каждого 
раствора, определяя соответствующий ему процент сахара по сопроводительным 
таблицам. Помните, что величина показателя преломления зависит от температуры. 
После каждого измерения необходимо тщательно промывать светоделительную призму. 
Полученные результаты покажут, что коэффициент преломления линейно зависит от 
концентрации. 
3. Сделайте препарат одиночной амебы и накройте его покровным стеклом. 
4. Нанесите с одного края покровного стекла раствор альбумина и протяните его под 
стеклом с помощью фильтровальной бумаги, приложенной с противоположной стороны 
стекла. Повторяйте процедуру до тех пор, пока не убедитесь, что амеба плавает в 
растворе новой концентрации. 
5. Пронаблюдайте за изменениями интенсивности различных структур амебы. Обратите 
внимание, что по мере роста концентрации альбумина амеба становится светлее, затем 
перестает быть видна, а при высоких концентрациях белка вновь делается видимой, но 
уже с обратным контрастом. 
6. Проведите смену растворов в обратной последовательности, и вы увидите обратную 
смену картин. 
7. Момент, когда амеба становится невидимой, соответствует концентрации альбумина, 
при которой раствор имеет тот же показатель преломления, что и большинство структур 
внутри амебы. 
8. Заметные изменения произойдут в степени видимости движущихся псевдоподий. Это 
связано с изменением в них концентрации цитоплазмы. 
Б. Клетки крови. 
1. Сделайте серию растворов альбумина в 0,7% NaCl и определите их показатель 
преломления, как указано выше для упражнений с амебой. 
2. Поместите в каждый раствор по капле крови, стараясь минимально изменить его 
концентрацию. 
3. Возьмите пять случайно выбранных полей зрения и подсчитайте в каждом количество 
темных, светлых и нечетко различимых клеток. Сделайте подсчет для каждой 
концентрации раствора. 
4. Сопоставьте результаты с показателями преломления растворов. 
5. Сделайте график на бумаге и определите коэффициент преломления клеток. 

4. Темнопольная микроскопия 
При установке фазового контраста иногда может получиться сильное несоответствие между размерами 

прозрачного кольца конденсора и фазового кольца в объективе, что дает эффект темного поля, и тогда препарат 
виден в обратном контрасте. Вы можете попробовать сделать это, установив, например, объектив Х10 и 
осветительное кольцо для объектива Х100. Достичь эффекта темного поля можно небольшим смещением 
фокусировки конденсора, так как из него выходят только лучи, близкие к краю, которые фокусируются около 
фронтальной поверхности конденсора. 

Принцип темнопольной микроскопии состоит в том, что свет нулевого порядка дифракции вообще не 
участвует в формировании изображения. 
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Таблица 2.5. Простой способ установки темнопольного освещения 

для небольших увеличений (и освещение по Рейнбергу) 
1. Установите освещение по Кёлеру и рассмотрите препарат, содержащий значительное 
количество дискретных видимых объектов (например, препарат диатомовых водорослей). 
2. Запомните, что вы установили апертурную диафрагму так, чтобы з. ф. п. вашего 
объектива освещалась на 66%. Осмотрите диафрагму конденсора и измерьте ее диаметр. 
3. Изготовьте из прозрачного материала диск диаметром, равным отверстию для 
фильтров в вашем конденсоре. Поместите на центр диска непрозрачный кружок такого 
же или несколько большего размера, чем апертура открытия диафрагмы конденсора. 
4. Поместите собранный диск в оправу для фильтров конденсора и установите конденсор 
как можно ближе к препарату. 
5. Вновь рассматривая препарат, вы, вероятно, увидите, что практически все стало 
черным! Слегка сместите фокус конденсора вверх и слегка приоткройте диафрагму 
конденсора. Этого окажется достаточно для того, чтобы появились ярко светящиеся 
точки на минимально освещенном фоне. Это и будет обратный контраст. 

 
Как показано на рис. 1.5, этот эффект может быть легко достигнут путем удаления нулевого порядка 

дифракции в з„ ф. п. с помощью непрозрачного экрана. Можно воспользоваться другим приемом. На заднюю 
поверхность объектива малого увеличения помещают круглое покровное стекло с имеющейся на нем 
небольшой бляшкой. Апертуру освещения уменьшают так, чтобы она соответствовала центральному пятну. В 
лаборатории автора это достигалось при использовании роговицы бабочки в качестве препарата и объектива 
Мак Кроуна (МсСrоnе) с дисперсионной окраской. Конденсор микроскопа лучше при этом удалить и задавать 
апертуру падающего пучка непосредственно полевой диафрагмой, закрывая которую можно получить очень 
тонкий пучок света. Такой пучок легко перекрывается бляшкой, находящейся в з. ф. п. объектива. При 
наблюдении в светлом поле (без бляшки) видна картина типа сетки из темных проволочек, создаваемая за счет 
поглощения света, а если ввести бляшку, то «проволочки» становятся светлыми на темном фоне. Новое 
изображение создается исключительно за счет рассеянного света и не содержит .лучей нулевого порядка. 

Однако обычно темнопольные условия наблюдения достигаются за счет того, что полностью перекрывается 
доступ в объектив для прямого света. Этот способ лучше, чем описанное выше использование темной бляшки в 
з. ф. п. объектива. В табл. 2.5 приведен метод изготовления бляшки для конденсора, позволяющей получить 
темное поле для малых увеличений. 

Весьма полезно иметь набор таких бляшек для конденсора (их изготовление сравнительно дешево) в наборе 
к микроскопу. Они дают быстрый и хороший эффект темного поля для различных объективов с малым 
увеличением. Для работы при большом увеличении необходимы специальные конденсоры и может 
понадобиться иммерсия, что подробно описано в разд. 4.2. 

4.1. Освещение по Рейнбергу 
Бляшка для простейшего метода получения темного поля, «писанного в табл. 2.5, может быть сделана из 

прозрачного окрашенного материала. Часто для сравнения используются дополнительные цвета центральной 
зоны и периферии. Например, голубая бляшка и желтое поле или зеленая бляшка и красное поле. Легко 
показать, что при указанных комбинациях цвет препарата будет дополнительным к цвету фона. Препарат 
приобретает цвет, соответствующий тому, который он рассеивал, тогда как фон сохраняет цвет центральной 
бляшки. 

Неокрашенные живые объекты будут хорошо видны при использовании либо темного поля, либо освещения 
по Рейнбергу, которые дают интересный контраст. 

4.2. Темнопольные конденсоры высокого разрешения 
Универсальные конденсоры имеют в своем составе гнездо для установки темного поля, и в большинстве 

лабораторий имеются темнопольные конденсоры различной степени сложности. 
Некоторые из сухих темнопольных конденсоров, например те, которые имеются в микроскопах серии 

Ortholux (Leitz), очень просты в обращении. После установки освещения по Кёлеру для светлого поля 
конденсор удаляют и заменяют на темнопольный, который устанавливается вплотную к предметному столику. 
Другие фирмы также выпускают конденсоры, которые устанавливаются на место светлопольных, однако 
большинство конденсоров темного поля высокого разрешения требуют использования иммерсии, наносимой на 
нижнюю часть предметного стекла. Методика их использования приведена в табл. 2.6. 

 

4.2.1. Демонстрация темного или флуоресцирующего кубика 
Если у вас есть универсальный конденсор или набор отдельных конденсоров, которые могут быть 

использованы с иммерсией, тогда для вас полезно проделать упражнения, указанные в табл. 2.7, и посмотреть, 
что дает каждое из них. 
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Таблица 2.6. Последовательность шагов для установки темного поля в 

случае светосильного объектива (рис. 2.2) 
 

1. Установите препарат (например, одиночную диатомовую водоросль) в светлом поле 
таким образом, чтобы, пользуясь координатами столика или иными метками, вы могли 
найти его в дальнейшем. 
2. Поместите каплю масла на нижнюю поверхность предметного стекла и одновременно 
на вершину конденсора и аккуратно установите препарат на столике так, чтобы два 
мениска масла соприкоснулись и слились друг с другом без пузырьков. 
3. Установите препарат на нужное место, насколько это возможно, 
4. У объективов с очень большой апертурой в з. ф. п. имеется диафрагма, которую 
следует полностью открыть. Это позволит получить условия светлого поля и поможет 
вам в дальнейшем искать препарат. Такие объективы специально маркированы и их 
следует использовать с масляной иммерсией. 

 
Таблица 2.7. Конус света, выходящего из конденсора в рассеивающем кубе 

 
1. Нанесите каплю масла на полированную поверхность рассеивающего куба или 
флуоресцирующего перспекса. Одновременно нанесите капельку масла на вершину 
линзы конденсора. Поместите кубик на столик и приведите его в контакт с маслом на 
конденсоре NB. Для того, чтобы пользоваться данным методом, надо быть уверенным в 
том, что при соприкосновении двух выпуклых поверхностей масляных капель все 
пузырьки воздуха вытолкнуты в стороны. 
2. Используя установку конденсора для светлого поля, посмотрите со стороны на конус 
света в кубике. Его угол регулируется апертурной диафрагмой конденсора, а высота 
вершины конуса от поверхности конденсора — рабочим расстоянием конденсора. При 
установке света по Кёлеру вершина конуса оказывается внутри препарата. Помните, что 
при нормальной работе к конденсору добавляется толщина предметного стекла. 
3. В универсальном конденсоре можно переводить отверстия для установки фазовых 
колец. Посмотрите на конусы света от каждого из колец. Заметьте, что все они внутри 
полые, но сходятся к объективу, когда он правильно установлен. 
4. Установите темнопольный конденсор, и вы увидите конус с очень большим углом, 
тоже полый внутри, причем его угол столь велик, что выходит за пределы объектива. 

 
Обратите внимание, что в отсутствие масла между вершиной конденсора и основанием кубика эти лучи 

света не попадут в кубик, поскольку они падают на него под углом, большим, чем критический угол для 
данного мате риала, и, следовательно, будут отражаться. 

4.2.2. Значение света нулевого порядка для формирования изображения 
Значение света нулевого порядка для формирования изображения демонстрируется в упражнениях, 

приведенных в табл. 2.8, где в качестве препарата предлагается использовать диатомовую водоросль 
Pleurosigma angulatum. Вид Е. ф. п. объектива при темнопольной микроскопии с данным препаратом интересен 
сам по себе (рис. 2.2), а также помогает лучше понять принцип метода. 

 
Таблица 2.8. Формирование изображения при темнопольной микроскопии 

 
1. В ситуации, которую вы получили на этапе 5, табл. 2.6, рассмотрите з. ф. п. объектива 
с помощью вспомогательного телескопа для установки фазового контраста. 
2. Откройте диафрагму объектива и вы увидите свет нулевого порядка в виде яркого 
кольца вокруг наружного края з. ф. п. (рис. 2.2, Б). 
3. Закройте вновь диафрагму так, чтобы она не пропускала свет нулевого порядка, не 
давая ему таким образом участвовать в формировании изображения (рис. 2.2, Г). 
4. Сравните картины, получающиеся в з. ф. п. при различных положениях диафрагмы, с 
изменениями в контрасте изображения. В тот момент, когда вы перекрываете свет 
нулевого порядка, происходит реверсия контраста (сравните рис. 2.2, Б и Л). 
5. В тех случаях, когда препарат обладает периодичностью, как, например, диатомовая 
водоросль P. angulatum, дифрагированный свет первого порядка будет виден в центре з. 
ф. п. в виде окрашенных пересекающихся полукружий. Порядок симметрии перекрестья 
и степень ровности освещения по периферии ярким светом нулевого порядка являются 
мерой правильности центровки микроскопа и совпадения в нем оптических осей 
конденсора и объектива. Если вы видите асимметрию в одном из этих аспектов, то 
вернитесь к юстировке конденсора с помощью центровочных винтов. 
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4.2.3. Ограничения конденсоров темного поля высокого разрешения 
В некоторых случаях при работе с темнопольными конденсорами и заранее приготовленными препаратами 

возникают трудности. Причина, как уже должно быть ясно читателю, состоит в том, что расстояние до 
вершины конуса падающего света слишком мало для того, чтобы эта вершина могла оказаться внутри образца, 
который смонтирован на толстом стекле. В такой ситуации не остается ничего другого, как поискать 
относительно редкий тип фокусируемого темнопольного конденсора. В противном случае придется 
перезаключать препарат, используя более тонкое предметное стекло. 

Другое ограничение метода темнопольной микроскопии состоит в том, что в поле зрения оказывается 
слишком много деталей, таких, как пузырьки воздуха или инородные частицы, которые ухудшают 
изображение. Таким образом, данный метод лучше всего использовать для изучения мелких дискретных 
структур, достаточно удаленных друг от друга. 

 

4.3. Темнопольное изображение 
Темнопольное изображение создается рассеянным светом и, таким образом, представляет собой карту 

изменений коэффициента преломления и других светорассеивающих параметров препарата. 
 

 

Рис. 2.2. Роль света нулевого порядка в 
формировании изображения: изображение P. 
angulatum в темном поле. А. З.ф.п. объектива с NA 
1,3 при открытой диафрагме, когда яркий свет 
нулевого порядка участвует в формировании 
изображения. Б. Тот же объектив, что и в Л, но 
диафрагма закрыта, что исключает свет нулевого 
порядка. Обратите внимание на дифракционный 
спектр первого порядка, который имеет вид 
пересекающихся полукружий. В. Изображение, 
получающееся при установке света, как в случае Л. 
Детали разрешены, но трудно различимы. Г. 
Изображение, получающееся при установке света, 
как в случае Б. Детали вновь разрешены, но видны 
значительно лучше, чем в В. Заметьте, что детали 
разрешены и в A, и в Б но видны гораздо лучше в Б. 
Увеличение на В и Г Х900. 

 

5. Поляризованный свет 
Данный раздел познакомит вас с методами получения контраста, основанными на поляризации света. 

Однако его не следует рассматривать как введение в кристаллографию. 
Световые волны колеблются во всех направлениях, перпендикулярных оси распространения луча. 

Плоскополяризованный свет представляет собой такой свет, колебания в котором происходят только в одной 
плоскости, перпендикулярной направлению распространения луча. Такой свет можно получить, отфильтровав 
от обычного света все колебания, за исключением происходящих вдоль одного разрешенного направления. 

 
Таблица 2.9. Плеохроизм 

 
1. Поместив поляризатор в ход лучей перед препаратом, получите плоскополяризованный 
свет. 
2. Глядя на большинство образцов, освещенных таким образом, вы вряд ли заметите большие 
различия, если не считать некоторого снижения интенсивности света. Это происходит потому, 
что большинство биологических препаратов пропускают свет одинаково, вне зависимости от 
направления плоскости его колебаний. Такие материалы называются изотропными. 
3. Поверните препарат, а если это невозможно — поверните поляризатор. Если препарат 
изотропный, то никаких изменений в интенсивности света или в окраске его в результате 
вращения не произойдет. 
4. Если возможно, исследуйте пластинку слюды, достаточно тонкую для того, чтобы она была 
прозрачной (очень подходящим является также геологический шлиф турмалинового кварца). 
Вращайте препарат, как указано выше, и при этом отметьте изменения цвета каких-либо 
линейных структур в препарате (разд. 5.1). 
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Таблица 2.10. Проверка скрещения поляризаторов 

 
1. Установите в микроскопе обычным образом освещение по Кёлеру. 
2. Вставьте поляризатор. 
3. Уберите препарат. 
4. Поместите второй кусочек поляризатора поверх окуляра. 
5. Вращая второй поляризатор, который теперь называется анализатором, добейтесь 
минимальной интенсивности света. Данное конкретное расположение поляризаторов является 
скрещенным. Отметьте каким-либо способом их относительное расположение и, если 
возможно, установите таким образом, чтобы разрешенная плоскость колебаний поляризатора 
была ориентирована в направлении восток — запад. 

 
Для этих целей вполне подходит поляроид, который дает достаточное качество поляризации света для 

большинства приводимых здесь упражнений. В табл. 1.4 приведен метод для определения разрешенного 
направления колебаний в куске поляроида. 

Некоторые простые упражнения, приведенные в табл. 2.9— 2.12, позволят вам понять на практике, как 
поляризованный -свет взаимодействует с веществом и как это взаимодействие может быть использовано для 
достижения контраста в световой микроскопии. 

5.1. Использование одиночного поляризатора 
Техника получения контраста при использовании плоскополяризованного света приводится в табл. 2.9 под 

заголовком «Плеохроизм». 
Из табл. 2.9 вы можете видеть, что частичка слюды при одной ориентации будет слегка серой, а повернутая 

под прямым углом — темно-желтой. 
 

 

 

Рис. 2.3. Получение контраста в микроскопии с помощью 
поляризованного света. Одиночный поляризатор и 
плеохроизм: А — молекула конго-рот и Б — молекула 
метиленового синего (стрелками указано направление 
колебаний света, вдоль которого поглощение света велико). 
Размеры даны в нм. Скрещенные поляризаторы и 
двулучепреломление: В — стержни (nr) и Г — пластинки 
(ni), лежащие в среде (nm), Д — изменение величины 
двулучепреломления (nε - nω) ПРИ изменении показателя 
преломления среды (nm), как в В и Г. Линии соответствуют: 
1—положительной форме двулучепреломления; 2— 
положительной форме двулучепреломления и 
положительному двулучепреломлению на кристалле; 3 — 
отрицательной форме двулучепреломления и 
положительному двулучепреломлению на кристалле. Е. 
Отрицательный сферический крест. Ж. Положительный 
сферический крест с соответствующей 
эллипсоидальностью. 3. Зерно картофельного крахмала 
между скрещенными поляризаторами и при использовании 
чувствительной пластинки (ST — медленная ось 
пластинки). Видно, что дополнительное синее окрашивание 
(с) располагается параллельно ST, тогда как вычитаемое 
желтое окрашивание (ж) располагается под прямым углом к 
ней. Заметьте также, что изогиры не параллельны ни 
анализатору (линия АА), ни поляризатору (линия РР). 
Рисунки А и Б воспроизводятся из работы [6] с разрешения 
Harvard University Press, а рисунки В—Ж — из работы [7] с 
разрешения Unwin Hyman. 
 

 
Таблица 2.11. Исследование препарата между скрещенными поляризаторами 

для выявления контраста между двулучепреломляющими и изотропными областями 
 

1. Установите в микроскопе освещение по Кёлеру. 
2. Установите поляризатор в известном положении. 
3. Положите несколько зерен картофельного крахмала в воду, накройте покровным стеклом и 
рассмотрите. За исключением контуров зерен вы вряд ли что-нибудь увидите. Некоторое 
повышение контраста может быть достигнуто путем опускания конденсора, при этом могут 
быть видны ядро и пористая структура. Вы можете убедиться в неадекватности использования 
освещения узким пучком света. 
4. Установите анализатор, и вы увидите, что освещение фона сразу же упадет практически до 
нуля. Зерна крахмала, однако, будут сравнительно яркими, и в каждом из них будет видно нечто 
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вроде мальтийского креста. Эта картина обычна для многих кристаллических образований, и 
изображение отражает наличие в зернах сферулитовой структуры (рис. 2.3, Е—3). 
5. Вращая столик с препаратом, вы можете наблюдать изогиры (темные линии на зернах), 
которые остаются в одном и том же положении по отношению к скрещенным волоскам (в 
окуляре), хотя физически морфология зерна по отношению к скрещенным волоскам изменяется. 

 
Таким образом, поглощение света зависит от ориентации плоскости колебаний световой волны по 

отношению к чему-то в веществе, сквозь которое проходит свет. Данное явление получило название 
плеохроизма. Молекулы красителей конго-рот и метиленового синего имеют кирпичеобразную форму (рис. 2.3, 
A и Б). Их плеохроизм проявляется в том, что цвет виден в случае, когда плоскость колебаний проходящего 
света параллельна длинной оси молекул. Такие красители полезны для выявления деталей в ориентированных 
образцах, например в волокнах целлюлозы. Здесь молекулы красителя встраиваются между микрофибриллами 
параллельно их направлению и указывают на эту ориентацию при выявлении плеохроизма. Если молекулы 
вообще бесцветны, когда плоскость колебаний световой волны совпадает с их короткой осью, то такой вариант 
плеохроизма называется дихроизмом. (Не путать с дихроическими зеркалами и т. п., используемыми в 
флуоресцентной микроскопии и в некоторых других случаях.) Аналогичными свойствами обладают йод и 
золото. 

 

5.2. Использование скрещенных поляризаторов 
Если на пути света, прошедшего через поляризатор, поставить другой поляроид, то он либо пропустит свет, 

в случае когда его разрешенная плоскость совпадает с плоскостью падающего света, либо не пропустит его, 
когда разрешенная плоскость оказывается перпендикулярной. В последнем случае говорят о скрещенных 
поляризаторах. Как получить скрещенные поляризаторы и как рассматривать препарат с их помощью, описано 
в табл. 2.10 и 2.11. 

 
Таблица 2.12. Использование чувствительной окрашивающей пластинки 

 
1. Проследуйте по этапам 1—5, указанным в табл. 2.11, а затем установите пластинку 
Красная 1 или чувствительную окрашивающую пластинку в гнездо в задней части объектива 
или в штативе микроскопа. 
2. Рассмотрите цвета крахмальных зерен и соотнесите их с положением скрещенных 
волосков. Проделайте это при различной ориентации препарата с зернами или аналогичного 
препарата, которым вы пользуетесь. 
3. Отметьте, что фон имеет красный цвет, соответствующий первому порядку цветовой 
шкалы Ньютона. 
4. В основном тексте прочтите объяснение получающихся цветов. 
Некоторые из поляризационных световых микроскопов имеют следующие приспособления, 
сделанные для повышения точности регулировки, но не абсолютно необходимые для 
получения нужного контраста. 
1. Конденсор и в особенности объективы свободны от внутренних напряжений. 
2. Поляризатор вращается в оправе, на которой указано направление его плоскости 
пропускания света. 
3. Столик вращается, и в тубусе микроскопа имеются гнезда для установки различных 
пластинок, одна из которых (известная как пластинка, чувствительная к красному — 
Sensitive Red 1) будет рассмотрена в разд. 5.2.2. 
4. Второй поляризатор, называемый анализатором, находится в расположенной ближе к 
окуляру специальной оправке, которая позволяет вводить и выводить его из хода лучей. 
5. Скрещенные волоски располагаются в плоскости первичного изображения внутри 
окуляра. Они позволяют проводить тонкую настройку поляризаторов. 

 
С нашей точки зрения, приспособления, включающие скрещенные волоски, помогают при интерпретации 

изображений, получаемых с помощью поляризованного света. Для упражнений может быть использован 
простой поляризационный микроскоп, снабженный тем, о чем говорилось выше. 

5.2.1. Формы двулучепреломления 
Если просто поместить гистологический препарат между скрещенными поляризаторами, как предложено в 

табл. 2.11, то в срезе ткани можно обнаружить кристаллические участки, которые будут резко контрастными на 
фоне аморфного вещества. Данный метод широко используется при изучении костей, волос и зубов. 

Контраст между крахмальными зернами и фоном или между кристаллами и некристаллическими участками 
в ткани возникает благодаря ориентации и особым свойствам кристаллов 

Визуализация прозрачных препаратов путем контрастирования и их воздействию на свет. Детально 
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рассматривать это явление мы не будем. Отметим лишь, что светлые участки выглядят так потому, что 
находящиеся в них структуры имеют две основные оси с различными показателями преломления вдоль них. В 
зависимости от направления плоскости колебаний по отношению к этим осям свет ведет себя по-разному. 
Такие материалы называются двулучепреломляющими и анизотропными. Если поместить исследуемый 
препарат между скрещенными поляризаторами, то различие в контрасте между двулучепреломляющим и 
обычным веществом будет значительным. В некоторых случаях бывает полезно немного повращать 
поляризаторы друг относительно друга, чтобы сделать изотропные участки в препарате видимыми благодаря их 
поглощению. Такие препараты, как целлюлоза, крахмал, хлоропласты и волокна митотического веретена, 
имеют сложную структуру, которая дает по крайней мере две формы двулучепреломления. На рис. 2.3, В и Г 
приведены структуры, состоящие из стержней или слоев с коэффициентом преломления nr и n1 и находящиеся в 
растворе с коэффициентом преломления nр. Помещенные между скрещенными поляризаторами, эти структуры 
будут давать при вращении двулучепреломление, которое определяется в той или иной степени их формой. В 
среде с коэффициентом преломления, равным nr или n1, указанного выше двулучепреломления не будет, а 
сохранится лишь остаточное двулучепреломление, обусловленное внутренними свойствами стержней или 
слоев. Измеряя изменение двулучепреломления в зависимости от коэффициента преломления среды (nε - nω), 
можно получить семейство графиков (рис. 2.3, Д)г которое служит для разделения различных форм 
двулучепреломления. 

5.2.2. Направление двулучепреломления 
Направление двулучепреломления можно определить с помощью компараторного кристалла, например 

чувствительной цветной пластинки. Описание данного метода приведено в табл. 2.12. Использование кристалла 
весьма полезно также для достижения контраста между областями, в которых есть ориентированные оси с 
минимальным и максимальным показателями преломления, или между двулучепреломляющими областями и 
аморфными структурами. 

Пластинка Красная 1, будучи повернутой на 45° по отношению к скрещенным поляризаторам, дает 
красновато-розовое окрашивание фона. Это происходит потому, что плоскополяризованный белый свет, входя 
в пластинку, расщепляется на два луча, которые имеют два разных коэффициента преломления из-за ее 
двулучепреломления. Поскольку коэффициент преломления n пластинки в обозначенном направлении 
медленной оси (ST на рис. 2.3, 3) больше, чем в перпендикулярном направлении n⊥ , то луч, колеблющийся в 
направлении большего показателя преломления, отстает от другого луча. При входе в анализатор оба луча 
вновь разделяются на две компоненты, и, проходя сквозь анализатор, компоненты каждого из лучей 
интерферируют друг с другом. Разность длин оптических путей (р. о. п.) двух лучей подбирается таким 
образом, чтобы амплитуда для зеленого света была сведена к нулю. Белый свет после вычитания зеленого дает 
цвет, называемый Красный 1. С практической точки зрения важно помнить, что стрелка на пластинке указывает 
на направление ее наибольшего показателя преломления. Разность двух показателей преломления (n - n⊥), 
определяющая величину двулучепреломления, естественно зависит от толщины пластинки, таким образом, р. о. 
п. может быть представлена в виде формулы: 

р. о. п. = (n - n⊥) X t                                  (3) 
Окраска и яркость правильно установленного между скрещенными поляризаторами материала дает 

информацию о степени его кристалличности и об ориентации структур, либо ориентации внутри структур. 
Пластинка Красная 1 имеет р. о. п. 550 нм, и, таким образом, она эффективно удаляет зеленую компоненту 
белого света. Другие цвета в изображении также могут быть интерпретированы как р. о. п. в соответствии с 
кольцами Ньютона. Если толщина образца известна, то величина двулучепреломления может быть вычислена 
из уравнения (3). 

Теперь рассмотрим окраску крахмальных зерен (табл. 2.12, стадия 2 и рис. 2.3, Ж) . В ней произойдут 
значительные изменения по сравнению с тем, что описывалось ранее (табл. 2.11, стадия 4). Зерна будут 
разделены на желтые и синие квадранты с красными изолиниями вместо черных. Цвета остаются в тех же 
квадрантах (по отношению к скрещенным «проволочкам») и в том случае, если вращать препарат. Фон всегда 
сохраняется соответствующим цвету Красный 1. 

Результат применения пластинки состоит в том, что появляется новый вид контраста, что само по себе 
ценно. В итоге зерна легче сфотографировать. Встроенный экспонометр может измерять освещенность всего 
поля зрения (см. гл. 3). Для получения хорошей фотографии отдельных зерен при скрещенных поляризаторах 
требуется использование точечного фотометра. 

Второй пункт, возможно, более важен для получения дальнейшей информации о препарате. Можно 
получить цвета либо выше по шкале Ньютона (синий — дополнительный цвет), либо ниже по шкале Ньютона 
(желтый — вычитаемый цвет). Чтобы получился дополнительный цвет, р. о. п. должна быть больше, так что 
пара осей в двулучепреломляющем объекте в этом участке препарата должна иметь ту же ориентацию, что и в 
пластинке Красная 1. Другими словами, направление, соответствующее большему показателю преломления, 
должно быть параллельно медленной оси пластинки Красная 1, которая указана стрелкой. 

В структуре крахмальных зерен есть синие области, где ось, вдоль которой показатель преломления 
максимален, параллельна, медленной оси пластинки Красная 1, и желтые области, где ось, вдоль которой 
показатель преломления максимален, перпендикулярна оси пластинки. 
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Эти области располагаются по радиальным направлениям от центра зерна. С помощью рис. 2.3, Е и Ж 

сферулитовые структуры можно классифицировать как позитивные или негативные. 
При вращении зерен расположение цветов остается неизменным, а окраска квадрантов зерен изменяется в 

зависимости от их положения по отношению к перекрестью. Здесь полезно, как рекомендовалось выше, сделать 
зарисовки полей зрения для лучшего их запоминания и интерпретации. Дальнейшие подробности по 
исследованию крахмала в поляризованном свете можно найти у Фрей-Висслинга [6]. 

5.3. Использование поляризационной микроскопии в биологии 
Мы не будем здесь давать обзор многочисленных применений поляризованного света, но два момента 

необходимо рассмотреть в дополнение к тем кратким сведениям о плеохроизме и двулучепреломлении, 
которые были даны в разд. 5.1 и 5.2. 

1. Во многих случаях плоскополяризованный свет может быть полезен для повышения контраста и 
уменьшения освещенности фона (разд. 6.3). Когда свет отражается от поверхностей, плоскость его колебаний 
изменяется так, что становится возможным отсечь блики, удаляя при помощи поляризатора колебания в новых 
направлениях. Недавно плоскополяризованный свет был применен для изучения иммуноцитохимических 
препаратов, окрашенных антителами, конъюгированными с золотом, с последующим усилением серебром. 
Один из исследователей, используя плоскополяризованный свет для изучения ряда образцов, окрашенных этим 
способом, обнаружил, что содержащие золото области имели зеленую плеохромную окраску [McKenzie, устное 
сообщение]. 

 

 

Рис. 2.4. Ход лучей при интерференционной 
микроскопии. А. Интерференционный контраст 
(DIC). Б, Интерферометрический микроскоп 
Жамина—Лебедева. Стрелки на рисунках 
поляризаторов показывают направление 
распространения световых лучей. Другие стрелки на 
схемах также показывают направление световых 
лучей. (∆ — разность длин оптических путей). Оба 
рисунка воспроизводятся по работе Спенсера [10] с 
разрешения Cambridge University Press. Обратите 
внимание на величину интенсивности света, 
проходящего через структуры в случае А, и сравните 
их с границами ядра на рис. 2.7, А к Б. В случае Б 
обратите внимание на величину бокового сдвига, 
которая в варианте Смита составляет, например, 330, 
160 и 27 мкм для объективов Х10, Х40 и Х 
100соответственно. 

 
2. Поляризованный свет используется в большинстве существующих интерференционных микроскопов, 

работающих с дифференциальным интерференционным контрастом (DIС), а также в некоторых 
интерферометрических микроскопах (разд 6.1) Взаимодействие света с веществом в этих микроскопах требует 
особого рассмотрения. Поляризованный свет используется в них только для расщепления луча, а рекомбинация 
достигается за счет самого микроскопа. Дальнейшую информацию по применению поляризованного света в 
биологических исследованиях читатель может найти в книгах Рутмана [7], Шмидта и Кейля [8], Фрей-
Висслинга [6] и Релофсена [9], которые в основном посвящены исследовании полисахаридов, таких, как 
крахмал, целлюлоза и гликоген. 

5.4. Резюме: контрастные изображения, получаемые с помощью поляризованного 
света 

Применение поляризованного света может обеспечить отличный контраст благодаря практически полному 
подавлению фонового свечения с помощью скрещенных поляризаторов, а также яркому и цветному 
высвечиванию препарата. Кроме того изображение можно интерпретировать в понятиях коэффициентов 
преломления, р. о. п. и ориентации осей двулучепреломления. Изображение, создаваемое с помощью 
скрещенных поляризаторов после их правильной установки дает картину двулучепреломляющих структур в 
поле зрения. Используя плоскополяризованный свет (без установки анализатора) и вращая образец, можно 
создать карту его плеохроичных областей Наличие двулучепреломления указывает на присутствие в препарате 
каких-то упорядоченных структур. 
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6. Получение контраста интерференционными методами 

6.1. Дифференциальный интерференционный контраст (DIC) 
Наиболее популярный метод достижения контраста, используемый сейчас даже чаще, чем фазовый 

контраст, -интерференционный контраст по Номарскому. Он уже давно применяется в материаловедении, где 
часто используется падающий свет, а теперь метод Номарского быстро вытесняет фазовый контраст в 
биологических исследованиях. Принцип метода состоит в том (рис. 2.4, A), что луч плоскополяризованного 
света расщепляется призмой Волластона на два луча. Оба они проходят через объект очень близко друг к другу, 
однако достаточно далеко для глаза наблюдателя что создает эффект объемности за счет различий в 
интенсивностях освещенности деталей в конечном изображении. Два луча совмещаются второй призмой 
Волластона, расположенной в з. ф. п. объектива. Анализатор завершает формирование изображения. Два луча 
имеют боковой сдвиг друг относительно друга, и направление сдвига воспринимается как направление 
подсветки изображения с одной стороны (рис. 2.7, A). На рис. 2.4, А показан ход лучей. Обратите внимание, что 
вторая призма Волластона подвижна относительно первой, что дает возможность настройки микроскопа. 
Разность длин оптических путей двух лучей обычно устанавливается так, чтобы получился так называемый 
нулевой серый фон, на котором объект будет ограничен соответственно светлой или темной каймой. Однако, 
перенастроив микроскоп, можно добиться поворота тени на 180°. Поворот тени дает интересный эффект. 
Препарат, который сначала имел сходство с яичницей-глазуньей, после перенастройки приобретает вид 
пластинки с углублениями (рис. 2.7, А и Б). Это необходимо учитывать, представляя фотомикрографии, 
полученные этим методом. Аналогичный результат может получиться, если поворачивать отпечаток. 

Сильно передвинув призму Волластона, можно получить окрашенное изображение на приятном цветном 
фоне. Цвета снова относятся к отрицательной части интерференционной шкалы Ньютона для белого света. 
Микроскопы, работающие в падающем свете, имеют лишь одну призму Волластона, которая служит 
одновременно для освещения и в качестве призмы объектива. Для тех, кто впервые использует DIC-метод, 
описание его приведено в табл. 2.13. 

Обратите внимание, что в DIC-микроскопе скрещенные поляризаторы расположены по ходу лучей, так что 
любое двулучепреломляющее вещество в препарате при определенной ориентации будет ярко светиться. Кроме 
того, следует помнить, что направление тени может совпадать с направлением линейных структур в препарате 
и тогда они не дают нормальной границы (данный случай с практической точки зрения рассмотрен в разд. 6.1 
гл. 9). 

6.1.1. Использование дифференциального интерференционного контраста 
Метод DIG будет еще несколько раз упоминаться в следующих главах, так как он широко используется для 

изучения неокрашенных препаратов. Это превосходный метод для визуализации р. о. п. в препарате. Эффект 
достигается за счет образования тени на границах областей с р. о. п. Однако данный метод не следует 
применять для количественных измерений оптических путей. Для этой цели используется микроскоп Жамина 
— Лебедева или другой тип интерферометрического микроскопа (разд. 6.2). 

 
Таблица 2.13. Протокол установки дифференциального интерференционного контраста 

 
1. В описании микроскопа посмотрите маркировку установленных в конденсоре призм 
Волластона для соответствующих объективов. 
2. Приготовьте препарат клеток буккального эпителия в слюне или в изотоническом 
растворе (табл. 2.1). Накройте их покровным стеклом толщиной 0,17 мм. 
3. Наладив освещение по Кёлеру, установите интерференционный конденсор для 
нормального режима освещения (вынимая конденсор из коробки, вы, возможно, заметите, 
что на оправе его нанесена метка, указывающая направление сдвига лучей). 
4. Установите поляризатор. 
5. Найдите клетки, ориентируясь либо по пузырькам воздуха в слюне, либо вновь закрывая 
диафрагму конденсора для усиления контраста в поглощенном свете. 
6. Вращая револьвер конденсора, установите соответствующую объективу призму 
Волластона. 
7. Выньте окуляр и рассмотрите з. ф. п. объектива. 
8. Установите анализатор таким образом, чтобы он находился в скрещенном с 
поляризатором положении, и, слегка двигая верхнюю призму Волластона, получите в з. ф. п. 
полосу минимальной интенсивности. Закройте затем апертурную диафрагму до размера, 
несколько большего, чем диаметр темной полосы. 
9. Установите окуляр и посмотрите на изображение. Клетки будут выглядеть трехмерными. 
Отметьте направление бокового отсвета от них. 
10. Слегка перемещая вторую призму Волластона, следите за изображением, и вы увидите, 
что можно поменять направление бокового отсвета на обратное. Возможно, вы заметите, что 
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в то же время изменилось распределение в изображении «холмов» и «долин». 
11. Абсолютно необходимо убедиться, что изображение, которое вы наблюдали, есть 
следствие определенной установки микроскопа. 
12. При такой установке микроскопа за счет разности длин оптических путей для различных 
деталей препарата и их окружения создается контрастное изображение. Каждое изменение 
длины оптического пути дает краевой эффект, за счет чего и создается впечатление 
трехмерности. 
13. Для того, чтобы получить цветное изображение, надо вернуться к этапу 8, где, слегка 
двигая призму в любую сторону от серой полоски нулевого порядка, следует получить 
окрашенную полоску. 

 

6.2. Интерференционный микроскоп Жамина — Лебедева 
Очень ценный метод, в настоящее время исчезающий из многих лабораторий. Он основан на интерференции 

двух световых лучей, вышедших из одного источника. Можно получить дополнительную информацию о 
препарате, если пропустить •один луч через препарат, а другой мимо него, и затем сравнить их. Два луча можно 
совместить, в результате чего получается фон, состоящий из интерференционных полос, которые могут быть 
интерпретированы как серия контурных линий, обозначающих длины оптических путей, либо одну из полос 
можно расширить так, чтобы получить «плоский» фон. Препарат искажает картину полос. При 
монохроматическом свете он дает различную освещенность, а при освещении белым светом — отличную от 
фона окраску. 

 
Таблица 2.14. Методика применения интерференционной микроскопии по Жамину — Лебедеву 

 
А. Установка интерференционного контраста. 
1. Приготовьте препарат клеток буккального эпителия в слюне на предметном стекле толщиной 1 
мм и накройте его покровным стеклом толщиной 0,17 мм. 2. Установите освещение по Кёлеру. 
3. Установите поляризатор, используя белый свет, объектив Х10 и соответствующий конденсор. 
4. Клетки проще всего найти, ориентируясь на пузырьки воздуха в слюне. Жидкость между 
пузырьками содержит клетки. 
5. Установите гониометр на рабочую часть его шкалы и введите четвертьволновую пластинку. С 
помощью винтов наклона конденсора установите минимальное освещение фона. Это легче всего 
сделать, заменив окуляр на вспомогательный телескоп и используя з. ф. п. объектива, но в таком 
случае нужно ввести в ход лучей матовое стекло, чтобы избежать появления спирали, которая видна 
при непосредственной установке света по Кёлеру. 
При первом просмотре з. ф. л. в ней может оказаться цветная бахрома. Ее можно вывести в центр 
изображения, найдя белый цвет, лежащий между двумя красными цветами. Кольца могут быть 
расширены или сужены вращением котировочных винтов в противоположных направлениях; при 
вращении гониометра будет сдвигаться вся цветная картинка. 
После того, как вы нашли белую полосу, расширьте полосу Красная 1 так, чтобы по возможности 
заполнить ею з. ф. п. объектива. Апертурная диафрагма должна быть слегка прикрыта, если это 
необходимо. Расширением одной из полос два луча разводятся на всем поле зрения на известную 
разность оптических путей. В случае, если полос много, они оконтуривают возрастающие с обеих 
сторон от нулевого значения (белая полоса) разности оптических путей. 
6. Удалите матовое стекло, вставьте окуляр и рассмотрите клетки с их ядрами. При использовании 
белого света они будут давать изображение, где контраст между фоном и цитоплазмой достигается 
за счет разницы в цвете. При использовании монохроматического (зеленого) света разность дли» 
оптических путей будет проявляться в виде разности интенсивностей. 
7. Может возникнуть необходимость рассмотреть какую-либо клетку с помощью объектива Х40. 
Тогда смените объектив и конденсор и повторите установку света, как указано в пп. 5 и 6. 
Б. Проведение измерений с помощью интерференционного микроскопа. 
1. Составьте таблицу соответствия цветов фона, цитоплазмы и ядра показаниям гониометра. Найдя 
угол, необходимый для переноса цвета ядра на фон или цитоплазмы на фон либо наоборот, можно, 
таким образом, сказать, что данный угол эквивалентен разности длин оптических путей для фона и 
соответствующей структуры. Калибровка углов гониометра, в частности на длину волны зеленого 
света, даст разность длин оптических путей в единицах (пункт 2). 
2. Если вы используете монохроматический свет (например, 550 нм), то изменения положения 
гониометра приведут к изменениям интенсивности,. о которых говорилось выше. Вновь проведите 
калибровку, но в этом случае детали становятся темнее или светлее, так что трудно определить, при 
каких положениях получаются максимумы и минимумы освещенности. Если; теперь построить 
график зависимости угла наклона гониометра от изменений фона по сравнению с искомой 
структурой, то разница в углах будет эквивалентом отношения угла гониометра к разности длин 
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оптических путей через фон и через структуру. Для каждой длины волны необходима отдельная 
калибровка гониометра. 
3. Уравнение (2) представляет зависимость разности длин оптических путей от толщины препарата 
по оси z и разности показателей преломления препарата и среды, в которую он заключен. Таким 
образом, если измерены разность длин оптических путей и толщина, то необходимо измерить один 
из показателей преломления, а затем вычислить второй. В отношении ядра вы можете сделать это 
следующим образом: измерьте его размеры по осям х и у и примите, что его размер (t) по оси z такой 
же, как один из измеренных. Показатель преломления среды измерьте на рефрактометре, как 
указывалось выше. 
4. Второй шаг можно повторить, используя другую длину волны, например красного света. 
Сопоставляя величины р. о. п. для красного и зеленого света, можно получить пару квадратных 
уравнений, из которых можно рассчитать два неизвестных, проведя повторное измерение, например 
коэффициента преломления раствора. 

 
Сдвиг полос, изменение интенсивности либо окраски могут быть соотнесены с разностью длин оптических 

путей (сдвиг = толщина Х относительный коэффициент преломления) и использованы для вычисления таких 
параметров, как толщина пленки или масса ядра, непосредственно в живой клетке. Данный метод имеет 
определенные преимущества перед фазовым контрастом в иммерсионной рефрактометрии (табл. 2.4), так как 
при использовании его вокруг деталей изображения не возникает гало и градиенты изменений длин 
оптического пути хорошо видны. Прибор, однако, стоит несколько дороже, чем фазовая или DIC-система. 

В табл. 2.14 дается описание метода Жамина — Лебедева. Оно может быть полезным, поскольку во многих 
лабораториях соответствующее оборудование имеется и простаивает. Приборы такого рода подробно описаны 
Россом [2]. Их возможности могут быть продемонстрированы на примере клеток буккального эпителия, 
упоминавшихся выше. Микроскопы могут различаться по способу разделения лучей в них. Некоторые из них 
отводят луч вбок (рис. 2.4,5). Тогда лимитирующим фактором для микроскопии является размер отдельного 
объекта, который не должен превосходить расстояния между лучами. Другие микроскопы имеют систему с 
двумя фокусными расстояниями и поэтому не имеют указанного выше ограничения. Как показано на рис. 2.4, в 
этих микроскопах используется поляризованный свет, причем поляризаторы служат для расщепления луча и 
последующего совмещения двух лучей. 

В табл. 2.14 содержится описание метода, пригодного для наблюдения клеток буккального эпителия или 
других препаратов с дискретным содержимым при помощи системы с отведенным вбок лучом. В первой части 
таблицы (А) описано использование микроскопа для получения контраста, а вторая часть иллюстрирует его 
возможности для количественных измерений. Разумеется, каждая фирма-изготовитель снабжает свой 
микроскоп собственными инструкциями, однако принципы его настройки будут такими же, как описано здесь. 

Интерферометрические микроскопы были с успехом применены, например, для определения 
коэффициентов преломления ядер или головок спермиев. Если известна зависимость коэффициента 
преломления от концентрации, то можно вычислить концентрации и даже массы для столь малых объектов. 
Интерференционный микроскоп может, разумеется, быть использован, так же, как и фазово-контрастный 
микроскоп, для рефрактометрии. На самом деле, по упоминавшимся выше причинам, он даже больше подходит 
для этих целей. С помощью интерференционной микроскопии были сделаны значительные работы, например 
исследования мышц, выполненные Хаксли и Нидергерке (Huxley, Niedergerke), и исследования нуклеиновых 
кислот в ядре, выполненные Ш. Г. Дэвисом (Н. G. Davies) в 1950-е годы. Более подробно об этом см. работу 
Росса [2]. 

Возможности применения интерференционной техники для количественной цитохимии в настоящее время 
перекрываются с возможностями другого метода — фотометрии флуоресценции меченых высокоспецифичных 
антител. 

По крайней мере два интерференционных микроскопа — Interphaco С. Zeiss и Pluta (P. Z. О., Польша) пока 
поступают в продажу. 

6.3. Интерференционная отражательная микроскопия 

6.3.1. Введение 
Интерференционная отражательная микроскопия (ИОМ) — это метод для исследования ширины 

промежутков между двумя оптически прозрачными структурами. Если предположить, что одна из 
поверхностей плоская, то можно исследовать и даже измерить топографию второй. При использовании для 
количественных измерений данный метод позволяет определить промежутки равной ширины. На самом деле, 
по причинам, которые будут обсуждаться ниже, этим методом можно исследовать только промежутки между 
клетками и субстратом в диапазоне 10—30 нм. При умелом использовании метод позволяет определить степень 
приближенности клетки к субстрату, на котором они растут, если расстояние не превышает 30 нм. Данный 
метод был введен в биологию в 1964 году [11]. 
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Рис. 2.5. Интерференционная отражательная микроскопия. А. Диаграмма хода лучей. Штриховая линия 
обозначает падающий свет; пунктирная линия — отраженный пучок света. Падающий и отраженный пучки 
света не вполне идентичны, но разница между ними слишком мала, чтобы отразить ее на рисунке. Б. Детали 
препарата: I — падающий свет; R1 и R2— свет, отраженный от границ раздела покровное стекло—среда и 
препарат—среда соответственно; d — расстояние между поверхностью клетки и покровным стеклом; n — 
показатель преломления стекла, заливочной среды, препарата и т. д. Обратите внимание, что фазовая 
разность (∆) между R1 и R2 пропорциональна расстоянию d. Волна R1 сдвинута на λ/2 из-за отражения на 
границе, и, таким образом, происходит частичное нарушение интерференции между R1 и R2, полная 
разность фаз между которыми составляет ∆+ λ /2. 
 

6.3.2. Физические основы метода 
Физические основы метода понятны из рис. 2.5. Свет отражается от каждой границы, где происходит 

изменение коэффициента преломления, например, от границы между стеклом чашки и налитым в него 
раствором, а также от границы между клеткой и культуральной средой. Таким образом, свет, падающий под 
прямым или близким к прямому углом на границу раздела фаз стекло — вода, а затем на границу раздела вода 
— плазмалемма, дает две отраженные волны, различающиеся по фазе (кроме некоторых специальных случаев). 
Эти две отраженные волны, поскольку они имеют разные фазы, будут давать интерференционную картину. 
Оптические основы данного явления подробно описаны в статье [12]. 

Интенсивность результирующего отраженного света обусловлена коэффициентами преломления всех трех 
сред, а также величиной промежутка. Количественные соотношения для простой трехслойной системы или для 
тонкого слоя между двумя квази - бесконечными структурами определяются по уравнению: 

 

 
 

где р есть интенсивность отраженного света, 0 — угол падения, d — толщина слоя, по — коэффициент 
преломления стекла, n — коэффициент преломления клеток, а п1 — коэффициент преломления в промежутке 
между клетками и стеклом. Данное уравнение справедливо при условии, что свет падает отвесно. На практике, 
разумеется, объектив микроскопа освещает препарат конусом света, угол которого определяется числовой 
апертурой (NA) объектива, за исключением тех случаев, когда имеется и используется апертурная диафрагма. 
Следует отметить, что на самом деле лишь очень немногие объективы имеют ту NA, которая указана на них. 

Вопрос об эффекте косо падающего света тщательно изучался Гингеллом и Тоддом [12, 13]. Они показали, 
что для заметной интерференции, которая является результатом взаимодействия лучей за пределами нулевого 
порядка, влияние большой NA будет сказываться в том случае, если она внесет существенные изменения по 
сравнению с отвесно падающим светом. Однако нулевой порядок интерференции от поверхности клетки 
возникает при расстояниях, меньших чем 30—40 нм. На таких расстояниях, как показали Гингелл и Тодд [12], 
ожидаемая интерференция будет очень близка к той, которая возникает при освещении конусом света. А 
поскольку известно, что наибольший интерес представляют расстояния 0—30 нм, то ясно, что использование 
обычного эпиосвещения вполне допустимо. 

В свое время была дискуссия о том, какое именно соотношение интенсивностей света можно различить в 
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микроскоп [12—15]. Отчасти она обусловлена тем, что неизвестны точные значения показателей преломления 
различных слоев, но если принять обычные для биологических исследований показатели преломления 
(стекло—1,52; среда—1,34; плазматическая мембрана клетки — около 1,45), то максимальная интерференция 
будет наблюдаться при минимальной толщине щели, а первый пик — при толщине около 50 нм. Однако если 
клетки тонкие, то интерферировать может и свет, отраженный от противоположной стороны клетки [14]. 
Поскольку ожидаемая интенсивность света при интерференции от щели нулевой толщины очень мало 
отличается от интенсивности при интерференции от щели в 10 нм, то с помощью ИОМ в действительности 
невозможно отличить молекулярный контакт плазмалеммы с субстратом от адгезии, при которой есть 
определенный промежуток между клеткой и субстратом. 

Следует также учитывать интерференционные эффекты, возникающие в более сложных системах, 
напоминающих в большей или меньшей степени реальные биологические структуры [12 и 13]. 

Некоторые основные инструкции для изучения тест-объекта (слюды) и таких препаратов, как, например, 
живые куриные фибробласты, растущие на покровном стекле, приведены в табл. 2.15. 

6.3.3. Интерпретация результатов 
1. Качественная интерпретация результатов. В тех биологических препаратах, где в качестве субстрата для 

клеток используются покровные стекла, сочетание показателей преломления обычно таково, что области 
наиболее тесных контактов плазмалеммы со стеклом выглядят черными или темно-серыми. Если стекло 
заменить на полистиреновую подложку, то изображение будет практически лишено контраста. Прикрепление 
фибробластов и клеток других типов к подложке сопровождается образованием фокальных контактов, которые 
представляют собой маленькие участки относительно тесного, возможно, очень плотного контакта клетки с 
субстратом. Эти контакты видны как отдельные темные пятнышки [16], отличающиеся от участков серого 
цвета, находящихся более далеко от субстрата и получивших название близких контактов [17]. Были сделаны 
интересные наблюдения, связанные с влиянием различных типов белкового покрытия субстрата на образование 
контактов. Однако при интерпретации таких изображений следует иметь в виду, что в их возникновении могли 
принимать участие: 1) наложение друг на друга в исследуемом препарате слоев с различными показателями 
преломления, например слоев адсорбированных белков, а также 2) отражения от другой стороны клетки, если 
она лежит близко к подстилающей поверхности. 

Большие возможности для определения этих эффектов могли бы открыться при использовании покровных 
стекол из сапфира, которые, обладая гораздо большим показателем преломления, чем стекло, могли бы дать 
изображения совершенно другого сорта. Интересно отметить, что для трех-четырехкомпонентной системы и 
для обычно ожидаемых показателей преломления существует ограниченный диапазон возможных 
интерференционных картин. 

 
Таблица 2.15. Основные инструкции по отражательной интерференционной микроскопии (ОИМ) 

 
1. Используйте микроскоп с осветителем падающего света (такое освещение часто называют 
освещением по Плоэму), снабженным ртутной лампой (мощностью не менее 100 Вт) или 
ксеноновой дуговой лампой в качестве источника света. Светоделительная пластинка не должна 
быть избирательной по отношению к длине волны, поэтому любое дихроичное зеркало следует 
заменить нейтральной пленкой, покровным стеклом с напылением серебра и отражением 50% или 
подходящим зеркалом. Использование светоделительных систем на основе призм может привести к 
некоторому смещению изображений. Полевая диафрагма должна быть вставлена в ход лучей. 
Желательно, чтобы были гнезда для фильтров, чтобы устанавливать монохроматическое освещение 
и/или снижать общую интенсивность света. При использовании ртутной лампы помните, что она 
дает очень мало красного света, так что любая интерференция, дающая красный свет или требующая 
его, будет сравнительно слабой. 
2. а) Используя падающий свет, исследуйте кусочек красной мусковитной слюды с применением 
объектива Х10 
б) Сфокусируйте микроскоп на поверхность слюды. Убедитесь, что поверхность слюды около скола 
слегка расщеплена, так что между некоторыми пластинками есть воздух. Они будут служить 
источниками интерференции. Слюду следует рассматривать на воздухе. Она является очень 
контрастным образцом. 
в) Проверьте центровку света и убедитесь, что в изображении практически нет вуали. Если вуаль 
присутствует, то закройте полевую диафрагму и, если необходимо, покройте внутренние 
поверхности тубусов микроскопа черной матировкой для оптики, чтобы понизить отражение от 
внутренних металлических поверхностей и т. д. 
3. Определите кольца нулевого и более высоких порядков по их окраске в белом свете. Затем 
посмотрите их при монохроматическом освещении. Изображение надо интерпретировать с точки 
зрения расстояний между расщепленными слоями, которые обнаруживаются в изображении. 
4. Повторите этапы 2 и 3 с использованием объективов Х40 и Х50. 
5. Биологические приложения. 
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а) Возьмите клетки, выращенные на стекле или прикрепленные к покровному стеклу с высоким 
показателем преломления. Не используйте полистиреновые покровные стекла. 
б) Убедитесь, что покровное стекло достаточно тонкое для того, чтобы использовать его с 
объективом Х50 или X100. 
в) Положите покровное стекло клетками вниз на предметное так, чтобы клетки не высохли во время 
наблюдения. 
6. Используя фазовый контраст в проходящем свете, найдите те участки в культуре, которые вы 
хотите рассматривать с помощью ОИМ. Тщательно удалив следы влаги с верхней стороны 
покровного стекла, рассмотрите препарат, используя объективы Х50 или Х100 с NA не менее 0,8 и 
иммерсией, если это соответствует их конструкции. 
7. Замените проходящий свет на падающий. Очень осторожно наведите фокус на препарат. Он будет 
в фокусе при очень небольшом сдвиге по сравнению с фазовым контрастом. Фокус препарата 
располагается вблизи фокуса полевой диафрагмы (если она закрыта достаточно, чтобы быть 
видимой в поле зрения), так что начинайте работать со слегка закрытой диафрагмой. Наведите 
фокус на поверхность клетки таким образом, чтобы контрастируемый объект оказался видимым. 
8. Установите полевую диафрагму, набор фильтров и дополнительные линзы для получения 
оптимального контраста. 
.9. Обратите внимание, что числовой апертуры объективов X10, X20 и большинства объективов Х40 
недостаточно, чтобы получить адекватное изображение в биологических системах. 
10. Для определения того, к какому порядку принадлежат кольца, используйте белый свет. Будьте 
внимательны в отношении красных колец, которые упомянуты выше в первом пункте. Изображение 
следует истолковывать с точки зрения расстояния между клетками и покровным стеклом. 

 
Наблюдаемые степени запаздывания фазы указывают на наличие коэффициента преломления, в просвете 

близкого к 1,34, а в плазмалемме — к 1,41. Все время следует помнить, что боковое разрешение ИОМ 
сравнительно, мало. 

2. Количественная интерпретация результатов. Для количественной интерпретации получаемых с помощью 
ИОМ картин необходимо провести оптическое моделирование системы и подобрать наиболее подходящую к 
результатам модель. Это основная причина того, что лишь немногие количественные исследования были 
выполнены данным методом. Трудно также исключить ошибки, возникающие из-за рассеянного света. К 
счастью, прибор осуществляет внутреннюю калибровку практически в каждом изображении. В качестве 
опорного изображения служит отражение от одной поверхности раздела стекло— раствор. Первые простые 
вычисления были проведены Кертисом [11] с помощью уравнения, приведенного выше. Сравнительно недавно 
Бэйли и Гингелл [18] исследовали изображения, получаемые от близких и фокальных контактов, используя 
математический аппарат для моделирования объекта, содержащего до пяти тонких слоев, которыми являются: 
просвет, адсорбированный белок, плазмалемма, кортикальная цитоплазма и эндоплазма, и сравнивая расчетные 
величины с реально измеренными. Как ни странно, но до сих пор никто не пытался для проверки корректности 
создаваемых моделей воспользоваться субстратами с различными показателями преломления. 

 

7. Красители, фильтры, изготовление срезов и препаратов 
В ряде глав настоящей книги подробно рассматриваются современные методы контрастирования с 

помощью различных красителей, в том числе связанных с антителами, хотя в ее задачи и не входит 
перечисление всех красителей и методов их применения. Использование для получения контраста красителей с 
поглощающими хромофорами основано на том, что красители поглощаются теми или иными структурами 
препарата, различающимися по своим физико-химическим свойствам. На свойства данных структур может 
сильно влиять их окружение. 

7.1. Красители 
Методы изучения живого материала, основанные на использовании красителей, были вытеснены 

оптическими методами, такими как фазовый контраст и DIC-метод, однако есть случаи, когда физико-
химические свойства препарата могут быть изучены с помощью флуоресцирующих красителей. Эти красители 
используются в достаточно низкой концентрации, в которой они не токсичны для клеток и в то же время дают 
достаточно яркое изображение на черном фоне. Применявшиеся в прошлом нефлуоресцирующие красители 
давали цветное окрашивание за счет поглощения света, поэтому, чтобы получилось видимое для глаза 
поглощение, они должны были применяться в значительной концентрации. В таких количествах красители 
обычно токсичны. 

Флуоресцентные красители нужны в очень малых количествах, и нет надобности применять токсические 
концентрации. Плоэм [19] пишет о возможности использования акридинового оранжевого в разведении 
1:100000 на фосфатно-солевом буфере для окрашивания макрофагов и фибробластов. 

Раньше, когда еще не были введены современные правила работы с экспериментальными животными, 
можно было взять каплю крови из хвоста живой мыши, зараженной трипаносомами, и смешать ее с каплей 
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изотонического раствора, содержащего акридиновый оранжевый в очень низкой концентрации. Освещение 
проходящим коротковолновым светом по методу темного поля либо падающим светом тех же длин волн давало 
замечательную картину. Плавающие трипаносомы были окрашены в яркий желто-зеленый цвет, на котором 
выделялось красное ядро. Эритроциты оказывались очень темными, и чтобы их увидеть, необходимо было 
наряду с падающим светом использовать слабый проходящий свет. Слишком сильное облучение УФ-светом 
могло, конечно, вызвать повреждение клеток паразитов, что также может произойти и при высыхании 
препарата. Современная, без использования лабораторных животных, модификация данной простой методики 
состоит в том, что берется проба из замороженной культуры трипаносом в среде М199 на солевом растворе 
Эрла (Flow Laboratories) с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки, глутамина и антибиотиков — 
пенициллина и стрептомицина. Акридиновый оранжевый в концентрации 50 мкг/мл в сочетании с 5 мкг/мл 
этидиумбромида и без него дает, даже при слабом возбуждении, хорошую флуоресценцию живых паразитов 
(Had-son, устное сообщение). 

Более подробно о поглощающих и флуоресцентных красителях можно будет прочесть в гл. 4—6 настоящей 
книги, посвященных гистохимии, иммуноцитохимии и флуоресценции. Но акцент в них будет сделан на 
фиксированных препаратах. 

Количественное измерение интенсивности окрашивания внутриклеточных структур можно проводить с 
помощью микроденситометра, как это описано на примере дифференциального окрашивания хромосом в разд. 
6.4.1 гл. 9. Измерения флуоресценции меченых антител, которым посвящена гл. 4, рассмотрены и в гл. 6. 
Количественный анализ различающихся по окраске или по тону участков в препаратах тканей описан в гл. 7. 
Все это — примеры количественных методов с использованием красителей в биологических исследованиях. 

7.2. Использование светофильтров 
На срезе животной ткани, например кожи, окрашенной трехцветным методом по Мэсону [1], можно увидеть 

большой набор цветов, от синего до красного. Очень полезно рассмотреть последовательно одно и то же поле 
зрения, используя белый, затем синий, затем зеленый, и, наконец, красный свет (табл. 2.16). Участки ткани, 
окрашенные, например, в красный цвет, будут выглядеть при зеленом освещении темными. Таким образом, 
контраст повышается при использовании светофильтров дополнительных цветов. В очень сильно окрашенном 
препарате можно иногда выявить детали, если использовать светофильтр того же цвета, что и краситель. 
Пользу от применения светофильтров хорошо знают те, кто занимается фотографией и фотомикрографией, но о 
них часто забывают при визуальных микроскопических наблюдениях (гл. 3 и 8). 

7.3. Срезы 
С точки зрения световой микроскопии срезы делают для того, чтобы получить четкую картину, по 

возможности, в одной плоскости. Существует некая минимальная толщина по оси z, начиная с которой все 
детали изображения будут смазаны за счет структур, лежащих выше и ниже фокуса. На практике в 
большинстве случаев достигается компромисс между толщиной среза и связанными с ней проблемами, с одной 
стороны, и контрастом в направлениях х и у, с другой стороны. Детали препарата должны быть достаточной 
толщины, чтобы связывающийся с ними краситель давал значительное поглощение, а при использовании 
фазового контраста или DIC-метода достигалась достаточная разность оптических путей. Поэтому, чтобы 
добиться одних и тех же различий по цвету и тону, более тонкие срезы необходимо красить интенсивнее, чем 
толстые. 

 
Таблица 2.16. Использование фильтров для получения контраста 

 
1. Используя светлопольную микроскопию, рассмотрите препарат, например хорошо окрашенный 
гематоксилин-эозином мазок, или срез кожи, окрашенный по Мэйсону для выявления трихомов. 
Запомните распределение цветов. 
2. Повторите наблюдение с зеленым фильтром. Обратите внимание на снижение интенсивности 
для всех структур, имевших красный цвет, и увеличение контраста между ними и структурами, 
имевшими голубую окраску. 
3. Повторите то же, используя другие фильтры, например, красный и синий. Заметьте, что в 
одноцветном препарате контраст увеличится, если использовать комплементарный цветной 
светофильтр, но в случаях, когда препарат слишком толстый или перекрашенный, следует 
применить светофильтр того же цвета. 

 
Представление о плоскости среза, разумеется, необходимо для того, чтобы понять, как по наблюдаемому 

изображению описать трехмерную структуру изучаемого препарата. Более подробное изложение данного 
вопроса приведено в посвященном стереологии разд. 3 гл. 7. 

7.4. Качество препарата 
Микроскопист должен постоянно заботиться о том, чтобы адекватным образом приготовить препарат для 
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микроскопии, поскольку фиксация, например если она вызывает коагуляцию и преципитацию, может привести 
к появлению границ раздела, сильно рассеивающих свет. Хорошо известная из обыденного опыта ситуация: 
белок вареного яйца выглядит белым благодаря своему светорассеянию, в то время как до тепловой коагуляции 
он прозрачен и невидим. Подробности, касающиеся фиксации, приведены в ряде гистохимических прописей в 
разд. 2.2.2 гл. 5. 

Очень полезным может оказаться сравнение линейных размеров или площади структур в живых клетках и 
после фиксации и изготовления постоянного препарата. Если свежевыделенные клетки буккального эпителия 
сначала измерить с помощью фазово-контрастного микроскопа, а на другом препарате измерить их после 
фиксации сулемой, окраски гематоксилин-эозином, обезвоживания и заключения в канадский бальзам, то в 
последнем случае они могут оказаться на 20% меньше. Для статистической достоверности результатов 
необходимо провести многочисленные измерения клеток до и после обработки. 

8. Другие методы 
Практически невозможно перечислить все методы, используемые в биологии и материаловедении, которые 

могут быть применены для получения контраста в живых препаратах. Все время появляются новые разработки, 
одна из наиболее интересных среди них — сканирующая световая микроскопия, которая дает особенно 
заметные преимущества для исследования толстых биологических препаратов. В настоящей книге приводится 
краткое описание двух таких методов — дисперсионного окрашивания, важного для идентификации 
асбестовых волокон и применимого к живым клеткам, и второго метода, уже описанного в разд. 2.6.1 гл. 1 в 
связи с обсуждением глубины поля зрения. 

8.1. Дисперсионное окрашивание 
Как уже обсуждалось в гл. 1, изменение показателя преломления в зависимости от длины волны и степень 

этого изменения есть свойство вещества, через которое проходит свет. Был разработан метод дисперсионного 
окрашивания, использование которого для выявления асбестовых волокон, описанное МакКроуном [20], 
хорошо известно. Для этой цели необходим специальный объектив и возможность центрирования апертурной 
диафрагмы относительно линзы конденсора. Для получения дисперсионных цветов используются либо 
иммерсионные масла с высокой дисперсией и обычный белый свет, либо плоскополяризованный свет. Набор 
всего необходимого для данной методики и тестовые образцы асбеста производит фирма Triton Instruments. 

Метод получения дисперсионной окраски может быть применен и для изучения таких препаратов, как 
клетки буккального эпителия [21]. Клетки освещаются через маленькое отверстие, расположенное ниже 
обычного нескорректированного конденсора. Конденсор, в котором происходит дисперсия, должен быть 
установлен намного ниже обычного положения, используемого при правильной фокусировке. Чтобы 
приспособить конденсор для получения освещения такого типа, требуется известная ловкость. 

8.2. Конфокальная, сканирующая лазерная и видеосистемы 
Поскольку удаление нежелательного света, идущего не из фокальной плоскости, позволяет улучшить 

условия наблюдения, то данные методы следует описать в главе, посвященной технике повышения контраста. 
Первые два метода из них были упомянуты в разд. 3 гл. 1, посвященном глубине поля зрения. 

 
Таблица 2.17. Эпидермис лука при различных способах контрастирования 

1. Возьмите кусочек внутреннего эпидермиса внутреннего листка луковицы и поместите 
его в воду. Наружная поверхность эпидермиса должна быть обращена к покровному стеклу 
с тем, чтобы можно было следить за его ориентацией по отношению к свету и к вашим 
глазам. Может оказаться полезным сделать два или три подобных препарата, чтобы 
исследовать их параллельно. 
2. Приготовьте таблицу, как указано в табл. 18, оставив достаточно места для заметок по 
каждой методике. 
3. Внесите в таблицу данные о яркости, темноте или относительной интенсивности 
соседних структур и структур по сравнению с фоном. Не забывайте указывать в таблице 
равную яркость или темноту изображения в случаях, когда в микроскопе ничего не видно 
или отсутствует контраст. 
4. Вы, может быть, захотите оспорить некоторые комментарии, содержащиеся в табл. 18, 
но прежде чем это сделать, попробуйте проанализировать возможные причины 
расхождения ваших наблюдений с таблицей. 

 
Эта техника обещает быть очень полезной для ряда биологических направлений, хотя необходимая 

аппаратура еще только разрабатывается. Конфокальная микроскопия особенно полезна во флуоресцентной 
микроскопии, где с ее помощью можно удалить фоновый свет, который часто снижает разрешение и ухудшает 
изображение оптических срезов. В биологии часто исследуют толстые прозрачные объекты, и по этой причине 
наблюдение срезов имеет большое значение. Процедура подготовки материала и изготовления обычных срезов 
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(на микротоме) часто приводит, как уже упоминалось выше, к усадке, которая сильно зависит от химии тканей. 
Использование видеомикроскопии для усиления яркости и контраста описано в гл. 8. 

9. Использование разных методов контрастирования для получения 
информации об одном образце 

Для приобретения опыта полезно просмотреть один и тот же препарат с использованием всех возможных 
способов микроскопии. Информация, даваемая такими изображениями, позволяет не только ответить на 
вопрос, как выглядит препарат, но также получить сведения о его физико-химических свойствах. Так, 
например, какой-либо метод может не обеспечивать правильного видимого изображения, но быть тем не менее 
удобным для получения сведений о показателе преломления, о поглощении, об отсутствии 
двулучепреломления и других взаимодействиях свет — вещество. 

Клетки кожицы лука являются подходящим объектом для такого сравнения, поскольку они легкодоступны и 
представляют достаточный интерес (табл. 2.17), В разд. 5 по микроскопии в поляризованном свете объясняется, 
почему помещенный на предметный столик препарат приобретает специфическую ориентацию по отношению 
к наблюдателю и проходящим лучам света. Рис. 2.6 дает представление о том, как выглядят отдельные клетки в 
трехмерном изображении. Фотомикрографии клеток, сделанные с использованием четырех других способов 
контрастирования, приведены на рис. 2.7. 

В табл. 2.18 сведены описания различных изображений одного и того же препарата. Эти изображения есть 
результаты различных взаимодействий света с веществом, и они дают качественную и количественную 
информацию о физико-химических свойствах препарата. 

Такие данные, как показатель преломления, могут быть получены путем измерения р. о. п., например с 
помощью фазового контраста, а по ним можно судить о таких параметрах, как концентрация белка или масса 
ядра. Границы изменения показателя преломления при темнопольной и фазово-контрастной микроскопии 
превращаются в области изменения интенсивности света, в то время как при дифференциальном 
интерференционном контрасте они имеют вид светлой каймы. Использование контраста, создаваемого 
интерферометрическими методами, дает возможность очень точно измерить длину оптического пути по оси z и 
соответственно зафиксировать весьма малые различия в этом направлении. Эта техника позволяет также 
выявить градиенты длины оптического пути. При исследовании интерферометрическими методами кожицы 
лука Калфински и Пэппелис [22] показали, что масса ядра на единицу площади составляет 1 Х 10-14 г/мкм2, а 
общая масса — 14 X 10-10 г. 

Плоскополяризованный свет выявляет области плеохроизма, в то время как скрещенные поляризаторы 
создают контраст между изотропными и анизотропными областями. Дополнительные приспособления дают 
возможность сравнивать направления двулучепреломления с помощью цветовых различий. В препарате клеток 
кожицы лука на фоне изотропной цитоплазмы будут отчетливо выделяться высокоупорядоченные 
кристаллоподобные стенки клеток, а при использовании чувствительной цветной пластинки при любой 
ориентации препарата продольные и поперечные стенки будут окрашены в различные цвета. Поглощение света 
ядрами и вертикальными клеточными стенками делает их контрастными в светлопольном изображении. 
Кожица лука не имеет аутофлуоресценции, но путем окраски флуорохромами можно выявить физико-
химические различия в препарате. При использовании фазового, и, в особенности, дифференциального 
интерференционного контраста становятся видимыми цитоплазматические гранулы, и можно наблюдать их 
движение на периферии клетки. 

 

 

Рис. 2.6. Схематическое трехмерное 
изображение клетки кожицы лука 
относительно направления световых 
лучей в микроскопе и положения 
глаза наблюдателя. Вверху— вид, 
клетки с поверхности (рис. 2.7). 
Внизу. 1. Вертикальные стенки вдоль 
оси г, короткие в случае а и длинные 
в случае б. 2. Горизонтальные 
стенки, расположенные в плоскости 
столика микроскопа. Верхние стенки, 
а —наружная и б —внутренняя 
поверхности. 3. Нижняя 
горизонтальная стенка, с —
внутренняя поверхность клетки, б —
наружная. 4. Ядро с ядрышком (4а). 
5. Цитоплазма с гранулами. 6. 
Вакуоль. 
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Рис. 2.7. Вид живых клеток 
эпидермиса кожицы лука при 
различных способах освещения. А. 
DIC-изображение при направлении 
сдвига по оси (северо-восток-юго-
запад). Б. DIC-изображение, когда 
направление сдвига (CВ — ЮЗ) 
параллельно длинным стенкам. В. 
Фазово-контрастное изображение того 
же поля зрения, что на А. Г. 
Интерференция по Жамину-Лебедеву 
на микроскопе Бейкер-Смита с 
двойным фокусом с объективом X40. 
Д. 1 темнопольное изображение в 
проходящем свете (шкала 100 мкм). Е. 
Темнопольное изображение в 
падающем свете. 

 
Таблица 2.18. Вид клеток кожицы луковицы при различных способах микроскопий 

 
 

Компоненты кожицы лука (рис. 2.6) 
Клеточные стенки 

Горизонтальные Вертикальные 
Способ 

наблюдения 
Фон 

Ядро 
(4 и 4а) 

Цитоплаз
ма 

(5 и 6)*) Верхние 
(2а) 

Нижни
е (26) 

Короткие (За) Длинные (36) 

Взаимодейст
вие света с 
веществом 

Проходящий свет 
Светлое поле Светлы

й 
Видно 
только 
при 
закрытой 
апертурно
й 
диафрагм
е  
 

   Видны только 
при закрытой 
апертурной 
диафрагме 
(темные) 

Видны 
только при 
закрытой 
апертурной 
диафрагме 
(темные) 

Карта 
поглощения 
света 
Дифракционны
е эффекты на 
краях при 
малых 
апертурах 

Темное поле Темны
й 

Небесно-
серое    Светлые при 

любой 
ориентации 

Светлые 
при любой 
ориентации 

Рассеяние за 
счет 
преломления и 
отражения. 
Границы 
изменения 
показателя 
преломления 

Фазовый контраст с 
зеленым фильтром  

Ярко-
зелены
й 

Темное с 
гало по 
периметр
у 

Темные 
гранулы 
и гало 
вокруг 
них 

  Светлые 
(по обе стороны 
от темной 
линии) 

Светлые 
(по обе 
стороны от 
темной 
линии) 

Карта 
распределения 
оптических 
путей в 
направлении  
z =t(nn - nс)  

Дифференциальный 
интерференционны
й контраст  

Светлы
й 

Видно, с 
трехмерн
ым 
эффектом 

Отчетлив
о видны 
гранулы; 
движение 

  Светлые 
(но видны в 
поляризованном 
свете) 

Светлые 
(но видны в 
поляризован
ном свете) 

Карта 
распределения 
оптических 
путей в 
направлении  
z =t(nn - nс) 

Флуоресценция - 
см. в разделе 
падающий свет 

        

Плоскополяризован
ный свет 

Светлы
й 

Как в 
светлом 
поле 

   Никаких изменений при 
вращении препарата 

Нет 
плеохроизма 

Плоскополяризован
ный свет 
(скрещенные  
поляризаторы) 

Темны
й 

   Белова
тые 

Яркие  
(только при 
определенной 
ориентации) 

Яркие  
(только при 
определенн
ой 
ориентации) 

Карта 
двулучепрелом
ления и 
разности 
оптических 
путей и 
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ориентации  

Скрещенные 
поляризаторы + 
чувствительная 
пластинка  
Другие методы**  

Красн
ый 1 

        

Синие (или 
желтые) 

Желтые 
(или синие) 

Указывает 
направление 
двулучепрелом
ления 

Падающий свет 
Светлое поле Светлы

й 
  Светлова

тые, но 
очень 
неясные 

 Видны (?) Видны (?) Карта 
распределения 
отражательных 
свойств 

Темное поле Темны
й 

  Четкие светлые 
контуры 

Места перехода к 
горизонтальным стенкам. 
Отчетливые темные каналы в 
стенках 

Карта 
распределения 
светорассеиваю
щих свойств 

Флуоресценция 
Первичная 

Темны
й 

    (Желтые, если препарат 
перекрашен) (Зеленые) 

Никакой 
первичной 
флуоресценции 

Флуоресценция 
Акридиновый 
оранжевый 

Темны
й 

Желто-
зеленое 

     Карта 
распределения 
групп,  
афинных к 
акридиновому 
оранжевому 

Другие методы         

 
* Ни одна из указанных методик не позволяет увидеть вакуоли (6) в цитоплазме. Рисунок получен с 

препарата, подвергнутого плазмолизу цитоплазмы. Для этого препарат заливают в среду (например, 2% раствор 
морской соли), осмотическое давление которой превышает осмотическое давление клеточного сока. 

** Другие способы могут включать метод AVEC-DIC для проходящего света (гл. 8, [5]) или использование 
падающего света на напыленных пластиковых репликах, что позволяет увидеть соответственно 
цитоплазматические микротрубочки и конфигурацию поверхности горизонтальных стенок 

 
В темном поле отчетливо видны границы изменения коэффициента преломления, поэтому вертикальные 

стенки и ядра выглядят яркими на темном фоне. 
Горизонтальные клеточные стенки нельзя увидеть ни при каких способах просвечивающей микроскопии, 

хотя возможно, что слабое двулучепреломление будет видно сквозь скрещенные поляроиды. Горизонтальные 
стенки слишком прозрачны, поэтому исследования в проходящем свете для них не подходят. Светлое поле не 
годится, поскольку стенки не обладают достаточным отражением. Метод темного поля в проходящем свете 
дает относительно меньше рассеянного света (рис. 2.7, Е), и стенки становятся видимыми в форме куполов, 
идущих от центра к продольным границам клеток. Возможно, новые разработки в конфокальной микроскопии 
облегчат наблюдение таких структур. 

Кожица лука была выбрана в качестве иллюстрации потому, что она выглядит по-разному при 
использовании различных методов. Хотя автор еще не пытался рассматривать ее с помощью отражательной 
интерференционной микроскопии, он полагает, что никаких новых деталей таким способом выявить в кожице 
лука не удастся. Другим, более старым методом является изготовление пластиковых реплик кожицы с 
последующим напылением металла или просто вакуумное напыление самой поверхности кожицы, которое 
повышает ее отражающие свойства и используется для выявления деталей при просвечивающей микроскопии. 

Здесь уместно будет сделать предостережение. Вы можете в самом деле хорошо знать, как выглядит ваш 
препарат при использовании какого-либо одного метода контрастирования, но при этом не стремиться 
испытать другой метод, однако всегда полезно спросить себя, а как выглядит препарат при других методах 
наблюдения? На первых порах вы можете быть сильно расстроены или разочарованы, но следуя принципам, 
изложенным в настоящей главе, вы должны понимать, что новое изображение дает новую информацию о 
физико-химической природе вашего препарата. Если при повторных исследованиях у вас получается одно и то 
же изображение, то скорее всего на него следует обратить внимание. Нужно пробовать разные методы и 
проводить с их помощью сравнительные исследования препаратов. 

Благодаря созданию эпифлуоресцентных приставок, устанавливаемых на микроскопы проходящего света, 
стало возможным совместное применение двух методов. Оно может быть очень полезным, например для 
локализации в клетках или тканях флуоресцирующих областей по отношению к нефлуоресцирующим. Два 
метода могут использоваться одновременно или последовательно без переставления препарата, достаточно 
лишь передвинуть шторку эпиосвещения и увеличить интенсивность проходящего света за счет накала лампы. 
Примером может служить работа Нильсона и др. [23], где флуоресценция и фазовый контраст использовались 
для демонстрации связи кальмодулина с лизосомами. 

Препарат может преподнести неожиданность даже при использовании лучших способов контрастирования и 
максимальных в световой микроскопии увеличений. Явление, которое часто встречается, особенно при 
наблюдении объектов, имеющих периодическую структуру, например панцирей диатомовых водорослей,— это 
муаровый рисунок. Он может быть следствием того, что две одинаковые пластинки накладываются друг на 
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друга. Детали их изображений могут совпадать, давая видимость суперструктуры. Сравнение изображений, 
полученных с помощью электронной и световой микроскопии, в ряде случаев не подтверждает наличия хорошо 
известного по светооптическим изображениям рисунка панциря. 
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ФИКСИРОВАНИЕ ИЗОБРАЖЕНИЯ 
Питер Дж. Эвеннет 
 

1. Введение 
Никакое зафиксированное изображение не может сравниться по красоте и производимому впечатлению с 

оригинальным, которое можно непосредственно наблюдать в микроскопе, слегка вращая микровинт. Тем не 
менее запись изображений необходима прежде всего потому, что она постоянна в отличие от недолговечного 
препарата. Кроме того, ее можно изучать вне лаборатории, сравнивать с другими изображениями, измерять или 
анализировать различными способами, демонстрировать на лекции, публиковать в статье или в учебнике. 
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В настоящей главе кратко рассмотрены способы фиксирования изображения с помощью рисования, однако 

основное-содержание главы составляет описание оборудования и техники для фотомикрографии. Для 
успешной фотомикрографии необходимо учитывать множество условий, касающихся микроскопа, его 
осветительной системы, пленки, ее обработки и т. д. Автор считает, что правильный подход к столь сложной 
методике состоит в том, чтобы понять эти факторы и основы тех или иных процедур, а не в том, чтобы 
эмпирически подбирать условия. Наша цель — дать здесь достаточную теоретическую подготовку для того, 
чтобы читатель мог разбираться в процедурах и устранять неполадки. 

Читатель, уже имеющий опыт в фотомикрографии, может начать непосредственно с практических 
рекомендаций, приведенных в разд. 11, обращаясь к основному тексту по мере необходимости. Те, кто сначала 
прочтут основной текст, увидят, что практический разд. 11 суммирует приведенные данные и помогает 
правильно понимать технические моменты. 

 

2. Рисование 
Рисование является старейшим методом фиксирования изображения, практикуемым со времени появления 

микроскопии. Оно имеет преимущества, благодаря которым сохраняет свою ценность и по сей день. Его не 
следует рассматривать как просто самый дешевый и не требующий технического оснащения способ, 
заменяющий более сложные методы; это метод, не требующий при современных вспомогательных средствах 
больших художественных способностей. С помощью рисунка можно передать представление об идеальном 
гипотетическом препарате, игнорируя дефекты и комбинируя детали, обнаруженные в разных полях зрения, на 
разной глубине фокуса, а также при большом и малом увеличениях. Препарат, который мало пригоден для 
фотомикрографии, тем не менее можно зафиксировать в форме высококачественного рисунка. Кроме того, при 
рисовании с микроскопа не нужно применять дорогие объективы с плоским полем зрения. 

Окуляры, в фокальной плоскости которых имеется расчерченная на квадраты пластинка (как, например, 
изображенные на рис. 7.7, A), которая как бы накладывается на изображение, являются простейшим 
вспомогательным средством при рисовании рукой. Если кроме этой сетки использовать сетку подходящих 
размеров, подкладываемую под бумагу или слегка наносимую на нее, то можно соблюсти пропорции при 
передаче принципиально важных деталей. Тонкие детали можно затем внести на глаз. 

С помощью специальной призмы или просто зеркала, которое устанавливается по углом 45° прямо на 
окуляре, можно спроецировать изображение непосредственно на лист бумаги и обвести контуры препарата с 
соблюдением точных пропорций. Следует только обратить внимание на то, чтобы изображение проецировалось 
на бумагу строго перпендикулярно, иначе в геометрии рисунка возникнут искажения. Для проецирования 
микроскоп должен быть снабжен мощным источником света и стоять в затемненной комнате. 

Камера-люцида (camera lucida), или ее современный вариант— рисовальный тубус, дает наибольшие 
удобства. Камера-люцида состоит из светоделительной призмы, смонтированной поверх окуляра, и зеркала, 
закрепленного таким образом, чтобы кончик карандаша при рисовании на бумаге оказался видимым поверх 
изображения в микроскопе. Рисовальный тубус работает сходным образом, но он устанавливается внутри 
микроскопа, обычно под бинокулярной насадкой, что позволяет видеть карандаш и бумагу непосредственно в 
окуляры. Он может также иметь дополнительные приспособления для фокусировки и для установки различных 
размеров рисунка. При использовании каждого из этих методов важно установить правильное соотношение 
между яркостью изображения в микроскопе и освещением бумаги для рисования, возможно подстраивая их по 
ходу работы так, чтобы было удобно одновременно наблюдать и то и другое. 

 

3. Фотомикрография 
Фотомикрография — это фиксирование изображения, получаемого в микроскопе с помощью фотографии. 

Не следует путать (по крайней мере в английском языке) фотомикрографию и микрофотографию. Последний 
термин относится к изготовлению очень маленьких фотографий. 

Фотография применяется вместе с микроскопом со времени ее возникновения, и в последние 50 лет она 
являлась основным способом фиксирования изображения. Преимуществами фото-микрографии являются: 
точность, беспристрастность, воспроизводимость, простота и возможность получения высококачественных 
результатов. Но все эти преимущества могут быть реализованы лишь при наличии хорошего оборудования и 
его аккуратном использовании. Фотомикрография успешно воспроизведет все дефекты препарата, 
оборудования или методики, поэтому при ее использовании к препарату предъявляется больше требований, чем 
при визуальной микроскопии. 

В настоящей главе рассмотрены те аспекты использования микроскопа и методов фотографии, которые 
важны для получения хороших фотомикрографий. 
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4. Микроскопическое изображение с точки зрения фотографии 

4.1. Разрешение 
Микроскоп предназначен для получения информации о тонких деталях образца (разрешение) в виде 

изображения, увеличенного настолько, чтобы разрешенные детали были видны глазом. При необходимости с 
помощью микроскопа можно также увеличивать контрастность деталей изображения. Объектив создает 
первичное увеличенное изображение, которое затем еще более увеличивается, во-первых, при 
фотографировании на пленку, а затем при печати с пленки или при проекции слайда. 

Как показано в гл. 1, разрешающая способность микроскопа ограничивается фундаментальными 
физическими законами. Так, минимальное разрешаемое расстояние (d) зависит от длины волны (А,) 
используемого света и числовой апертуры объектива (NA): 

 
d =0.61λ/NA 

 
На практике величину А, можно считать равной 0,5 мкм (зеленый свет), a d легко можно вычислить, зная 

апертуру объектива; чем больше NA, тем более тонкие детали можно различить. 
 

4.2. Разрешающая способность и размер отпечатка 
Разрешающая способность глаза составляет около одной десятой миллиметра (100 мкм) при стандартном 

минимальном расстоянии ясного зрения 250 мкм. Если конечное изображение, полученное в микроскопе и 
представленное в виде отпечатка, увеличено настолько, что минимальное разрешаемое расстояние в нем будет 
100 мкм, то для наблюдателя отпечаток будет выглядеть «резким» — человек с хорошим зрением увидит на 
нем все детали. Если очень важно сделать различимыми самые мелкие детали, то увеличение следует дать 
несколько большее, чтобы разрешение было 200—300 мкм и детали были легко различимы при недостаточном 
освещении, а также людям с ослабленным зрением. Любое дальнейшее увеличение называется «пустым 
увеличением», так как оно приводит лишь к нечеткости изображения. 

С помощью формулы из разд. 4.1 можно показать, что для микрографий, рассматриваемых с нормального 
расстояния для чтения, достаточное общее увеличение (включая увеличение при печати) составляет 500—
1000XNA используемого объектива; на это число следует в основном ориентироваться на практике. 
Иллюстрацией к сказанному служит рис. 3.1. В качестве примера взят объектив с апертурой '1,0, дающий при 
использовании зеленого света (А,=0,5 (мкм) разрешение 0,3 мкм. При общем увеличении 500:1 (500XNA) 
размер деталей изображения будет 150 мкм, при увеличении 1000:1—300 мкм. Когда речь идет о проекции 
слайда, то необходимо учитывать размер изображения на экране и расстояние, с которого на него смотрят. Как 
правило, при этом достаточно иметь увеличение на пленке около 200 XNA. 

 

4.3. Получение на пленке действительного изображения 
В принципе микроскоп создан в расчете на глаз. Лучи, выходящие из окуляра, являются 'параллельными, и, 

попадая в нормальный аккомодированный на бесконечность глаз, они сходятся, давая изображение на сетчатке. 
В результате мы видим так называемое мнимое изображение, которое соответствует увеличенному предмету, 
отнесенному в бесконечность. Окуляры в этих условиях работают вместе с хрусталиком, давая действительное 
изображение на сетчатке (действительным называют изображение, которое может быть получено на экране или 
пленке). Следовательно, при использовании микроскопа для фотомикрографии его следует модифицировать 
одним из указанных ниже способов для получения действительного изображения на пленке, расположенной на 
конечном расстоянии от окуляра. 
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Рис. 3.1. Увеличение и 
разрешение. Три микрографии, 
полученные с использованием 
объективов с различной апертурой 
и увеличением и отпечатанные с 
конечным увеличением 400:1. А. 
Объектив 4/0,16. Конечное 
увеличение 2500XNA. 
Изображение нерезкое и имеет 
большой излишек увеличения. Б. 
Объектив 10/0,25. Конечное 
увеличение 1600XNA. 
Изображение по-прежнему не 
несет информации о мелких 
деталях. В. Объектив 25/0,65. 
Конечное увеличение 615XNA. 
Изображение содержит хорошо 
воспроизведенные мелкие детали. 
Шкала 50 мкм. 
 

 
 

 

Рис. 3.2. Методы формирования действительного 
изображения. А. Формирование изображения глазом. 
Микроскоп настроен так, что первичное изображение 
попадает прямо в передний фокус глазной линзы окуляра, 
и, следовательно, в глаз попадает параллельный пучок 
света, который фокусируется на сетчатке. Б. За счет 
увеличения расстояния между препаратом и объективом 
первичное изображение располагается ниже. Это приводит 
к тому что из окуляра выходит сходящийся пучок света, 
который формирует действительное изображение в 
плоскости, куда можно установить пленку, однако в этих 
условиях качество создаваемого объективом изображения 
ухудшается. В. Препарат и первичное изображение 
находятся в правильном положении, но окуляр отодвинут 
дальше для увеличения расстояния между первичным 
изображением и глазной линзой, что приводит к 
формированию действительного изображения на пленке. 
Г. Микроскоп настроен обычным образом, а для 
формирования действительного изображения на пленке 
применяется специальная проективная линза — 
«фотоокуляр». Д. Нормальный окуляр используется в 
сочетании с собирающей линзой в специальной установке 
для фотомикрографии, оптическая система напоминает 
глаз, как в A. 

 
При визуальном наблюдении первичное изображение располагается в фокальной плоскости окуляра, давая 

на выходе из него параллельный пучок лучей (рис. 3.2, а). Если, фокусируя микроскоп, удалить от окуляра 
первичное изображение, то выходящие из окуляра лучи будут сходиться и давать действительное изображение 
в плоскости, в которую следует поместить пленку (рис. 2.3,5). Такой метод получения действительного 
изображения не требует дополнительного оборудования, однако он дает не лучшие результаты, так как 
расстояния между сопряженными плоскостями (препарата и объектива; объектива и первичного изображения), 
для которых рассчитывается исправление сферической аберрации при изготовлении объектива, становятся 
«ороче или длиннее. Поэтому указанный метод может давать удовлетворительные результаты при 
использовании пленки большого формата (поскольку благодаря относительно большому расстоянию от 
окуляра до пленки здесь требуется незначительная перефокусировка микроскопа) или объективов с малой 
числовой апертурой (которые менее чувствительны к дефокусировке), однако он неприемлем для качественной 
работы. Когда другие способы неприменимы, изображение можно получить, выдвигая окуляр из тубуса и затем 
фиксируя его. При этом микроскоп остается сфокусированным так же, как при визуальном наблюдении (рис. 
3.2,5). 
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Некоторые фирмы выпускают для фотомикрографии специальные линзы (они не являются окулярами, так 

как их нельзя использовать для визуальных наблюдений). Эти линзы служат для того, чтобы фотографировать 
при оптимальной настройке микроскопа (рис. 3.2,Г). К указанной категории относятся и встроенные в большие 
фотомикроскопы проекционные линзы. 

Наконец, многие системы для фотомикрографии имитируют действие глаза с помощью установленной над 
окуляром дополнительной собирающей линзы, которая формирует действительное изображение (рис. 3.2, Д). 
Хотя кажется логичным иметь минимум стеклянных поверхностей между микроскопом и пленкой (как на рис. 
3.2,В и Г), тем не менее на практике все поступающие в продажу сложные системы дают отличные результаты. 

4.4. Освещение 
Правильная установка освещения по Кёлеру, описанная в гл. 1, для фотомикрографии еще более 

необходима, чем для визуального наблюдения, так как пленка не может «исправлять» дефекты изображения 
подобно тому, как это делает глаз, а потому они будут заметны. Данная система освещения и была разработана 
специально для фотомикрографии, с целью получить равномерное освещение поля, когда из-за структуры нити 
накаливания источник дает неравномерное освещение. При правильной установке поле освещено равномерно, 
при этом полевая диафрагма ограничивает величину освещаемого участка, а апертурная диафрагма определяет 
угол конуса падающего света, что позволяет привести его в соответствие с апертурой используемого объектива. 
Для фотомикрографии особенно важно, чтобы никакие поверхности, на которых может оседать пыль, не 
лежали в плоскости, сопряженной с плоскостью конечного изображения. Это обычно реализуется в правильно 
изготовленных и настроенных системах. При неправильной настройке системы освещения разрешающая 
способность снижается, изображение ухудшается за счет рассеянного света, не удается получить равномерного 
освещения поля зрения, а иногда в конечное изображение попадают нить лампы или частицы пыли. 

В некоторых осветительных системах, для того чтобы нить лампы не попадала в изображение, ставится 
рассеиватель (постоянный или откидывающийся), представляющий собой матовую стеклянную пластинку. 
Следует помнить, что когда рассеиватель введен в ход лучей, невозможно увидеть нить лампы, даже в том 
случае, если она должна быть видна при правильной установке освещения по Кёлеру. Мнения относительно 
того, не ухудшает ли рассеиватель изображение, расходятся. Можно лишь отметить, что он бывает полезен при 
использовании объективов с малым увеличением. Дело в том, что объективы с малой числовой апертурой 
обладают большой глубиной резкости, и, таким образом, они могут вводить в изображение расположенную вне 
фокуса нить лампы даже в тех случаях, когда освещение установлено правильно. В зависимости от положения 
рассеивателя бывает необходимо иногда немного расфокусировать конденсор, чтобы гранулярная структура 
поверхности рассеивателя не попадала в изображение. 

 

5. Микроскоп для фотомикрографии 
В принципе для фотомикрографии подходит любой микроскоп. Однако, если есть возможность выбора, 

следует обратить внимание на некоторые детали, которые позволят получать хорошие результаты постоянно и 
с небольшими затратами сил. 

5.1. Штатив микроскопа 
Лучше использовать микроскоп с неподвижным тубусом. К счастью, большинство современных 

микроскопов имеют специальную систему, поддерживающую фотомикрографическую камеру. В случае, если 
приходится работать с микроскопом, у которого тубус подвижен, следует тщательно проверять, что от момента 
наведения на резкость до окончания экспозиции его фокусировка не меняется. Изменение может происходить 
под действием веса камеры. В большинстве микроскопов есть возможность регулировать усилие, необходимое 
для поворота макровинта, перемещающего тубус. Для фотографии его можно затянуть, вращая винты 
фокусировки, расположенные с двух, сторон станины, в противоположных направлениях. 

Очень полезно иметь столик с системой механического перемещения препарата, позволяющий точно 
кадрировать изображение. В тех случаях, когда вращение фотокамеры невозможно или затруднено, полезен 
вращающийся предметный столик, который позволяет наилучшим образом выставить изображение в 
прямоугольный кадр. 

Простейшие адаптеры для фотокамер могут быть установлены непосредственно на окулярный тубус, 
имеющий почти стандартный диаметр, однако желательно не пользоваться наклонными тубусами. Идеальным 
для установки камеры является тройной (тринокулярный) тубус, состоящий из нормального бинокулярного 
тубуса, используемого для наблюдения,, и вертикального фототубуса, в который с помощью светоделительной 
призмы полностью или частично направляется формирующий изображение свет. 

В последние годы были созданы большие фотомикроскопы со встроенными фотосистемами. Эти приборы, 
содержащие микроскоп и фотографическую часть, описаны в разд. 6.4. 

5.2. Оптика 
Фотомикрографии хорошего качества нельзя получить с помощью плохой оптической системы. Решающим 
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является качество объектива, кроме того, важно использовать подходящие окуляры или проекционные линзы; 
использование хорошо исправленного конденсора также заметно сказывается на качестве конечного 
изображения. 

5.2.1. Числовая апертура и увеличение объективов 
Как отмечалось ранее в разд. 4.1 гл. 1, чем больше NA объектива, тем более мелкие детали он может 

разрешать. Если посмотреть на паспортные данные объективов, то можно видеть, что увеличение и апертура не 
связаны строго между собой. Так, например, существуют объективы 40/0,65; 40/1,3 и 100/1,3. Первые два дают 
изображения, сходные по размерам,, однако второй позволяет различить более мелкие детали. Два последних 
объектива, масляно-иммерсионные, имеют одинаковое разрешение, но объектив 40 позволяет наблюдать 
большую площадь препарата (при меньшем увеличении) по сравнению с объективом 100. 

Объективы следует выбирать, исходя, главным образом, из их апертуры, а следовательно, из разрешающей 
способности, а не из увеличения. В настоящее время многие микроскопы снабжены системами переменного 
увеличения, которые позволяют изменять конечное увеличение приблизительно вдвое. Кроме того, при печати 
можно давать дополнительное фотоувеличение. Из трех упомянутых выше объективов при прочих равных 
характеристиках автор рекомендовал бы для получения качественных фотомикрографий объектив 40/1,3. 

5.2.2. Исправление аберраций 
Объективы для микроскопов подразделяются на несколько типов в зависимости от степени исправления 

хроматической и сферической аберраций. Эти типы можно в свою очередь подразделить в соответствии с тем, 
насколько объективы свободны от кривизны поля зрения, каковы их увеличение и числовая апертура, являются 
ли они сухими или иммерсионными. 

Простейшие объективы — это ахроматы, которые сводят синие и красные лучи в один фокус, несколько 
отличающийся от фокуса для зеленого света. Даваемое ими изображение может иметь слабо заметные цветные 
кольца, окрашенные в зависимости от фокусировки в зеленый или пурпурный цвет. Ахроматы исправлены в 
отношении сферической аберрации только для зеленых лучей. Они сравнительно дешевы и пригодны для 
визуальных наблюдений. Для фотомикрографии их следует использовать по возможности вместе с 
монохроматическим зеленым светофильтром (например, Wratten 58 фирмы Kodak) или интерференционным 
зеленым фильтром. Тогда они дают сравнительно хорошие результаты. 

Флюоритовые объективы (названные так потому, что в них стоят линзы из минерала флюорита), или 
полуапохроматы, лучше исправлены в отношении хроматической аберрации, чем ахроматы. Благодаря этому 
они выпускаются с относительно большей (при данном увеличении) апертурой и дают более качественное и 
контрастное изображение. Простота конструкции и большая светосила делают флюоритовые объективы 
удобными для флуоресцентной микроскопии. Они также могут быть с успехом использованы для 
фотомикрографии. 

Апохроматы представляют собой наиболее скорректированные объективы, у которых практически 
полностью исправлена хроматическая аберрация, а сферическая аберрация исправлена не для одного, а для 
двух цветов. Эти объективы дают высококачественное изображение и более всего подходят для качественной 
фотомикрографии, особенно в цвете. Такие объективы сложны в изготовлении, поэтому в микроскопах многих 
фирм добиваются коррекции вторичной хроматической аберрации с помощью специальных 
«компенсационных» окуляров. По этой причине полностью исправленная система состоит из объектива и 
соответствующего окуляра. Для объективов, изготовленных различными фирмами, а иногда и для разных 
объективов, выпускаемых одной фирмой, нужны различные окуляры. В некоторых случаях полная коррекция 
аберраций проведена в самом объективе. Обычно практикуемая в лабораториях беспорядочная замена 
оптических элементов, очевидно, не может дать хороших результатов. Если нет уверенности в 
целесообразности той или иной замены, то следует обратиться к инструкциям изготовителя. 

5.2.3. Сухие объективы и толщина покровного стекла 
Объективы рассчитаны на то, чтобы наблюдать препарат через материал определенной толщины и с 

определенным показателем преломления, и чем больше апертура объектива, тем важнее соблюдать данные 
условия. Если использовать объектив не так, как рекомендуется, то качество изображения ухудшится из-за 
неполной коррекции сферической аберрации. Для большинства сухих объективов (то есть рассчитанных на 
воздушную прослойку между препаратом и фронтальной линзой) требуется покровное стекло «№ Р/2» 
толщиной 0,17 мм, и последнее число выгравировано на их оправе. Некоторые объективы, маркированные Эпи 
(Epi), 0, или просто «—», рассчитаны на работу с непокрытым препаратом, другие, наоборот, могут быть 
использованы при работе с культуральными флаконами и рассчитаны на толщину их стенок до 2 мм. 

В некоторых специальных случаях, например в цитогенетике, используются препараты без покровных 
стекол (гл.9). Для наблюдения таких препаратов может быть с успехом использован объектив Zeiss Epiplan 
80/0,95, который более известен среди специалистов по материаловедению, нежели среди биологов. 

Небольшие отклонения в толщине покровного стекла, как правило, несущественны для объективов с 
апертурой менее 0,65, но имеют значение для сухих объективов с большой апертурой (0,75—0,95). Эти 
объективы часто имеют коррекционную оправу, которая позволяет добиваться максимальной коррекции 
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сферической аберрации за счет изменения расстояния между линзами объектива. Даже при использовании 
покровного стекла нужной толщины может потребоваться коррекция на дополнительную толщину, 
создаваемую заливочной средой. 

Для получения наилучших результатов следует применять покровное стекло нужной толщины, обычно 0,17 
мм, и использовать минимальное количество заливочной среды. При работе со срезами последние лучше по 
возможности монтировать непосредственно на задней поверхности покровного стекла. 

 

 

Рис. 3.3. Правильная установка 
коррекционной оправы для исправления 
сферической аберрации на объективе 
40/0,95. Условия печати обеих фотографий 
были идентичны. А. Правильная установка 
коррекции на толщину покровного стекла 
0,17 мм. Б. Неправильная установка, 
коррекция сделана на толщину стекла 0,23 
мм, ошибка в 0,05 мм (50 мкм) в толщине 
покровного стекла или заливочной среды. 
Шкала 50 мкм. 

 
Для правильной установки коррекционной оправы объектива: 
1) сфокусируйте изображение препарата; 
2) поверните немного коррекционную оправу и расфокусируйте изображение; 
3) убедитесь в том, что контраст изображения увеличился; 
4) если это так, то продолжайте поворачивать оправу в туже сторону, каждый раз наводя на фокус; 
5) когда изображение начнет расплываться, поворачивайте оправу назад до тех пор, пока не найдете ее 

наилучшее положение. 
Необходимость правильной установки коррекционной оправы иллюстрирует рис. 3.3. В случае, когда 

препарат сделан с использованием слишком толстого покровного стекла или содержит слишком толстый слой 
заливочной среды, необходимо воспользоваться иммерсионным объективом (разд. 5.2.4). 

5.2.4. Иммерсионные объективы 
Иммерсионные объективы необходимо использовать в тех случаях, когда нужна апертура 1,0 и более. 

Большинство иммерсионных объективов рассчитаны на работу со специально изготовленным маслом. Кроме 
того, имеются объективы для работы с водной и с глицериновой иммерсией, а также объективы, настраиваемые 
для работы с любой иммерсионной средой. 

Хотя обычно при визуальной микроскопии стремятся избежать применения иммерсионных объективов, для 
фотомикрографии эти объективы имеют большие преимущества. Помимо большой апертуры и, следовательно, 
высокого качества изображения, использование иммерсионных объективов, особенно масляной иммерсии, 
позволяет полностью избежать описанных выше трудностей, связанных с неправильной толщиной покровного 
стекла. Поскольку оптические свойства заливочной среды, покровного стекла и иммерсионного масла близки, 
то большая или меньшая толщина одного слоя по сравнению с другим не приводит к искажениям. Поэтому при 
фотомикрографии значительно лучше использовать иммерсионный объектив 40/1,0. а не сухой 40/0,95. 

Поскольку иммерсионные масла несколько различаются, то при их применении следует руководствоваться 
рекомендациями фирмы-изготовителя оптики. Особенно важно избегать смешения различных масел. Если на 
объективе остались следы масла, то при использовании другого масла качество изображения может 
ухудшиться. Чистка линз объективов рассматривается в разд. 5.2.8. 

5.2.5. Глубина резкости 
Глубина резкости есть расстояние в объекте по оптической оси микроскопа, вдоль которой все детали 

выглядят резкими. Глубина резкости уменьшается с увеличением апертуры; высокоапертурные объективы 
имеют глубину резкости менее 1 мкм, и, таким образом, только малая часть препарата оказывается в фокусе в 
каждый данный момент наблюдения. Поскольку резко изображаемая часть оказывается значительно меньше 
толщины препарата или даже среза, то для одного участка можно получить серию «оптических срезов». 
Именно поэтому опытный микроскопист, рассматривая препарат, постоянно меняет фокусировку микровинтом. 

При фотомикрографии для каждого кадра должен быть выбран один план, поэтому для исследования 
важных и сложных образцов лучше делать серию фотографий последовательных оптических срезов. 

Конечно, можно воспользоваться объективом с меньшей апертурой и соответственно с большей глубиной 
резкости, однако при этом пострадает разрешение и соответственно уменьшится полезное увеличение. В 
традиционной световой микроскопии противоречие между большой апертурой, дающей высокое разрешение, и 
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малой глубиной резкости является непреодолимым. Тем не менее следует помнить, что, если при 
фотографировании препаратов требуется большая глубина резкости, разрешение может уменьшаться за счет 
других факторов, например за счет толщины самого препарата, и тогда нет необходимости в применении 
объективов с большой апертурой. 

5.2.6. Кривизна поля зрения 
Многие объективы дают изображение, в котором центральная часть и периферия не могут быть 

сфокусированы одновременно. При визуальной микроскопии это не является помехой, однако для 
фотомикрографии такие изображения непригодны. Данная проблема не очень существенна, если используются 
сравнительно толстые срезы, поскольку кривизна поля зрения приводит лишь к тому, что резкими оказываются 
детали, лежащие на разных уровнях, но в случае тонких срезов, которые все чаще используются в настоящее 
время, эти изображения непригодны для фотомикрографии. 

Чтобы решить данную проблему, фирмы-изготовители выпускают специальные объективы с минимальной 
кривизной поля зрения, которые отмечены приставкой «План» (Plan), например Планахромат и Планапохромат. 
План-объективы специально рекомендуются для фотомикрографии, и их следует всегда использовать с 
окулярами, рекомендуемыми фирмой-изготовителем. 

5.2.7. Типы конденсоров 
Для фотомикрографии рекомендуются конденсоры с наиболее полно исправленными сферической и 

хроматической аберрациями. За счет своего высокого качества они обеспечивают большую точность 
настройки, более высокий контраст (благодаря уменьшению количества рассеянного света) и более 
равномерное освещение поля зрения. Эти преимущества особенно заметны при цветной фотомикрографии. 

Типы конденсоров варьируют от простейших двухлинзовых типа Аббе, неисправленных в отношении 
сферической и хроматической аберраций, и апланатических, исправленных в отношении сферической 
аберрации, до апланатических ахроматических, исправленных в отношении сферической и хроматической 
аберраций и дающих наилучшие результаты. Из-за аберраций простейшие конденсоры дают нерезкое, имеющее 
цветную кайму изображение полевой диафрагмы, что не позволяет точно установить освещение по Кёлеру. 
Более того, из-за своей ограниченной апертуры они не могут дать необходимого освещения для объективов с 
большой апертурой, что не позволяет полностью воспользоваться потенциальной разрешающей способностью 
последних. 

Наиболее исправленные конденсоры, как правило, рассчитаны на то, что при использовании апертуры 1,0 и 
больших апертур между их фронтальной линзой и предметным стеклом наносится иммерсионное масло. 
Применение иммерсии на конденсоре, хотя она и загрязняет его, рекомендуется для получения наилучших 
результатов при фотомикрографии с использованием высокоапертурных объективов. 

При использовании объективов с малым увеличением (как правило, меньше 10) могут возникнуть трудности 
с освещением всего большого поля зрения с помощью стандартных конденсоров. Эта проблема часто 
вынуждает микроскопистов совершать одну из самых существенных ошибок в микроскопии, а именно опускать 
конденсор ниже правильного положения, снижая тем самым качество изображения. Для работы с объективами 
малого увеличения некоторые конденсоры снабжены откидывающейся верхней линзой, а у некоторых 
микроскопов имеется дополнительная линза, размещаемая под конденсором. В других микроскопах есть 
дополнительные линзы между коллектором и конденсором, расположенные в основании станины микроскопа. 
Все указанные системы служат для увеличения изображения полевой диафрагмы, создаваемого конденсором в 
плоскости образца. Так, конденсор, имеющийся у автора, освещает в плоскости препарата пятно диаметром 1,5 
мм, если верхняя линза введена в ход лучей, и пятно диаметром 5 мм при откинутой линзе. В случаях, когда 
верхняя линза не откидывается, того же эффекта можно достичь, вывернув ее. Если фотомикрография на малом 
увеличении применяется в лаборатории постоянно, то желательно иметь специальный длиннофокусный 
конденсор. 

5.2.8. Чистка линз 
Наилучший способ иметь чистые линзы — это предохранять их от загрязнения. Многие оптические стекла 

значительно мягче, чем оконное стекло, и их просветляющее покрытие очень чувствительно к абразивам. 
Поэтому чистка оптических поверхностей неизбежно сопряжена с риском повредить полировку линз. В связи с 
этим можно дать ряд полезных советов: 

1) все оптические элементы, когда они не используются, должны быть закрыты. При использовании даже 
простейшего полиэтиленового чехла потребность в очистке значительно уменьшается; 

2) следует очень внимательно следить за тем, чтобы при смене препаратов иммерсия не попала на сухие 
объективы; 

3) следует избегать загрязнений канадским бальзамом и другими заливочными средами со 
свежеприготовленных препаратов. Их очень трудно удалить, особенно после того, как они застынут; 

4) никогда не ставьте иммерсионный объектив на стол «вверх ногами», не удалив предварительно с него все 
масло, которое может затечь внутрь объектива; 

5) никогда не разбирайте объектив для чистки самостоятельно. До тех пор, пока вы не достигнете 
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мастерства профессиональных оптиков, вам не удастся собрать его правильно. Несмотря на все 
предосторожности, линзы тем не менее 

пачкаются. Это столь сильно сказывается на качестве изображения, что делает необходимой их чистку. 
Относительно чистки трудно дать универсальный совет, так как фирмы-изготовители и другие авторитеты 
расходятся во мнениях, в частности по поводу выбора растворителей. 

Прежде чем дотронуться до стекла, удалите с него всю пыль. Оптическое стекло может быть сравнительно 
мягким, и его могут легко повреждать абразивные частицы из атмосферы. Если есть возможность, используйте 
баллон со сжатым газом; при его отсутствии — кисточку с поддувом, которой надо сначала сдуть пыль, а затем 
слегка почистить поверхность. Никогда не дуйте на линзы ртом, так как капельку засохшей слюны очень 
трудно потом удалить с оптики. 

После удаления пыли протрите слегка поверхность объектива специальной бумагой, используя каждый раз 
чистый кусок, причем тот, за который не брались руками. Затем слегка подышите на объектив, чтобы на его 
поверхности образовался тонкий слой дистиллированной воды, после чего вновь аккуратно протрите его. 
Держите пакет с бумагой для протирки оптики всегда закрытым, чтобы избежать попадания в него пыли. Для 
протирки оптики всегда используйте только специальную бумагу, так как другие сорта бумаги имеют 
неподходящую текстуру и могут повредить линзы. 

Если загрязнения по-прежнему сохраняются и объектив требует более серьезной обработки, нужно 
использовать растворители. Для этой цели можно рекомендовать ксилол, этанол, смесь спирт: эфир, 
перегнанный легкий бензин, специальную «жидкость для очистки линз» и некоторые другие жидкости. 
Большинство из них отвергается различными авторами из опасения, что они могут повредить либо клей, 
которым скреплены линзы в оправе, либо пластик, из которого теперь делают блоки линз в объективах. Если у 
вас есть рекомендации фирмы-изготовителя, то следуйте им, если их нет, вы можете использовать растворы из 
приведенного выше списка. Лучший способ — это применять минимальные количества растворителя, 
например несколько раз приложить к линзе смоченную растворителем бумагу для протирки линз, а не наливать 
растворитель на поверхность линзы, так как при этом он может проникнуть внутрь оправы объектива. Нужно 
нанести растворитель на кончик скрученной бумаги и часто менять ее. Завершить очистку следует сухой 
бумагой, при этом можно предварительно подышать на поверхность линзы. 

 

6. Камера для фотомикрографии 
Оборудование для фотомикрографии может быть самым разным. В простейшем случае используются 

применяемые в обычной фотографии простые зеркальные фотокамеры с одним объективом, которые 
устанавливаются с помощью простейшего адаптера. Существуют специальные фотосистемы, которые можно 
использовать на любом микроскопе, и наконец — фотосистемы, полностью встроенные в микроскоп. 
Большинство камер для микроскопов рассчитано на использование стандартной 35-миллиметровой пленки. Для 
более широкой пленки применяются специальные адаптеры, в том числе система «Поляроид» для 
«моментального» изготовления отпечатков. Каждая система имеет свои преимущества, и любая может быть 
использована для изготовления высококачественных отпечатков, но у всех есть свои ограничения. 

6.1. Выбор размера пленки 
Вообще в фотографии наиболее часто используется 35-миллиметровая пленка, поэтому существует 

множество различных ее видов, и можно найти подходящую пленку. Учитывая доступность 35-миллиметровой 
пленки и некоторые другие соображения, ее следует предпочесть во всех случаях, когда конечным результатом 
работы являются слайды. Вообще она является наиболее популярной при всех видах фотомикрографии. 

Информативность записываемого изображения и, следовательно, степень увеличения конечного 
изображения с негатива сильно зависят от оптической системы микроскопа (разд. 4.2). Таким образом, даже 35-
миллиметровая пленка, которая раньше считалась в обычной фотографии «узкой», в данном случае позволяет 
полностью зафиксировать все детали на фотомикрографии среднего качества. 

Камера большого формата необходима, когда используется система «Поляроид» для получения 
«моментальных» снимков, поскольку в ней размер отпечатка равен размеру кадра на пленке. Эти отпечатки 
имеют стандартные размеры 3,25Х4,25 дюйма или 5X4 дюйма, их получение более подробно обсуждается в 
разд. 8.4. 

Если микроскоп снабжен широкоформатной камерой, то можно использовать удобную пленку для 
получения изображений размером до 6X9 см или плоскую пленку размером до 5X4 дюйма. Как та, так и другая 
пленка может быть черно-белой или цветной. Несмотря на приведенные выше соображения о преимуществах 
использования 35-миллиметровой пленки, широкий формат имеет некоторое преимущество в том, что при его 
использовании для достижения того же размера отпечатка требуется меньшее увеличение негатива. Кроме того, 
различные повреждения на пленке большого формата сказываются на качестве фотографии в меньшей степени, 
нежели при малоформатной пленке. Поэтому, когда требуется наивысшее качество, используют пленку 
большого формата. При использовании плоской пленки можно проявлять каждый лист по отдельности, с тем 
чтобы, немедленно получая результат, при необходимости вносить коррективы в экспозицию. 

Пленки больших форматов в расчете на один кадр естественно дороже, чем 35-миллиметровая пленка, что 
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отчасти может быть компенсировано более аккуратным использованием первых. Значительным недостатком 
записи на широкую пленку является большая по сравнению с 35-миллиметровой пленкой экспозиция при 
одинаковой чувствительности и других условиях. Это — следствие распространения света из окуляра на 
большую площадь пленки. Поэтому возможны трудности при записи на широкоформатные пленки 
изображений с низкой яркостью, например в темнопольной или флуоресцентной микроскопии. 

6.2. 35-миллиметровая зеркальная камера с одним объективом 
35-миллиметровая зеркальная камера с одним объективом позволяет получать фотомикрографии 

минимальной стоимости. Она может быть использована в лаборатории и для других целей. Если закупать ее с 
адаптером и некоторыми принадлежностями к микроскопу, то в сумме это будет стоить вряд ли больше 500 
фунтов стерлингов. Удобные адаптеры выпускаются для использования 35-миллиметровой зеркальной камеры 
с одним объективом фирмами Leitz, Minolta, Nikon, Olympus, Pentax, Zeiss и др. Большинство современных 
фотокамер снабжено экспонометром, измеряющим поток света, который затем попадает на пленку, — так 
называемой системой «измерения через объектив». Еще одним преимуществом является простота в обращении 
с ними для тех, кто пользуется фотоаппаратом; полная система сравнительно дешева, в ней легко разобраться, 
она содержит минимум оптических и механических деталей. Кроме того, камеру легко переставлять с одного 
микроскопа на другой. 

К сожалению, 35-миллиметровая зеркальная камера с одним объективом менее удобна для 
фотомикрографии, чем более совершенное оборудование, по следующим причинам: сложно наблюдать 
препарат и наводить камеру на резкость; система управления расположена на самой камере и неудобна в 
обращении; набор выдержек затвора не всегда достаточен для работы. Кроме того, 35-миллиметровая 
зеркальная камера с одним объективом лишена некоторых усовершенствований, имеющихся на специальном 
оборудовании для фотомикрографии. Наиболее существенный недостаток связан с зеркалом и спусковым 
механизмом, которые могут при срабатывании вызывать вибрацию всей системы и служить причиной 
получения нерезких снимков. Парадоксально, но лучшие результаты получаются при фотографировании с 
большими выдержками (1 секунда и более), так как при этом быстро затухающая механическая вибрация будет 
оказывать влияние на камеру в течение только небольшой части времени экспозиции. Тем не менее при 
достаточном внимании 35-миллиметровая зеркальная камера с одним объективом дает микрографические 
снимки, неотличимые от тех, которые получаются с помощью специального оборудования. Используя такую 
камеру в сочетании с дистанционным спуском и автоматической перемоткой пленки, что позволяло не 
прикасаться к ней при каждом кадре, автор получил более половины всех своих фотомикрографий. 

6.3. Специальная фотомикрографическая камера 
Оборудование такого типа рекомендуется использовать для обычной фотомикрографии. Примерами 

являются системы Leitz MPS 12, Orthomat, Nicon Microflex UFX, Olympus PM 10, Zeiss MC 63 (рис. 3.4), 
стоимость которых составляет от 1000 до 7000 фунтов стерлингов. Выпускаемые основными фирмами по 
производству микроскопов данные камеры могут быть предназначены либо для использования только с 
микроскопами той же фирмы, либо для установки на микроскопы различного производства. 

 

 

Рис. 3.4. Специальная 
фотомикрографическая камера Zeiss 
MC63, установленная на микроскопе 
Zeiss Axioplan. Расположенный слева от 
микроскопа блок управления позволяет 
контролировать чувствительность 
пленки, время экспозиции, вносить 
поправку на реципрокное 
несоответствие. Кнопка затвора 
находится вверху справа. Фотография 
воспроизводится с любезного 
разрешения фирмы Carl Zeiss 
(Oberkochen) Ltd. 
 

 
Возможность установки камер зависит от того, рассчитаны они на стандартный окулярный тубус или на 

специальные более широкие тубусы, которые неодинаковы у разных микроскопов. Наличие специального 
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посадочного места не позволяет заменять камеру, но зато обеспечивает большую механическую стабильность и 
защищает от вибрации. 

По сравнению с 35-миллиметровой зеркальной камерой с одним объективом специальные 
фотомикрографические камеры более удобны и предоставляют больше возможностей. С их помощью легче 
рассматривать препарат и наводить на фокус. В них встроена экспонометрическая система, позволяющая в 
некоторых моделях переходить от интегрального измерения освещенности к измерению в пятне. Затвор 
сконструирован так, чтобы уменьшить передачу механической вибрации на остальную часть системы. 
Протяжка пленки осуществляется» как правило, с помощью электропривода, а ручки управления удобно 
размещены на панели отдельного настольного блока. Этот блок управления может иметь систему коррекции 
автоматической экспозиции и другие возможности. 

6.4. Микроскопы со встроенными фотосистемами 
Эти приборы создают максимум удобств для фотомикрографии, позволяя делать фотомикрографии, не 

отрываясь от постоянной работы на микроскопе. Их стоимость составляет около 12 000 фунтов стерлингов, в 
зависимости от входящей в комплект оптики. Примерами таких систем являются Nicon Microphot, Olympus 
Vanox, Reichert Polyvar и Zeiss Axiophot. 

В этих приборах имеется одна или более сменных камер или магазинов для пленки с автоматической 
протяжкой 35-миллиметровой пленки, или адаптеры для пленок больших форматов. Полная система встроена в 
массивный металлический кожух, защищающий ее элементы от вибрации и пыли. Наводка на резкость 
осуществляется при наблюдении через стандартные окуляры, экспозиция контролируется специальной 
автоматической системой, которая обладает почти такими же возможностями, как и описанная в разд. 6.3. К 
этим приборам может дополнительно поставляться разнообразная оптика для специальных способов получения 
контраста. На рис. 3.5 изображен один из приборов такого типа — Olympus Vanox. 

6.5. Камера с мехами 
Камера этого типа обладает большой гибкостью, но при этом она неудобна для использования. Она 

предназначена для пленок большого формата и очень полезна при фотомакрографии и для получения 
фотографий наивысшего качества (разд. 9), но не для повседневной работы. Камера с мехами состоит из очень 
тяжелого и жесткого штатива, на котором закреплены затвор и матовый фокусировочный экран, соединенный с 
затвором легкими мехами. И затвор, и экран могут перемещаться вдоль штатива. Фокусировочный экран можно 
снять и заменить держателем для катушечной пленки, кассетой с пленкой или кассетой для системы 
«Поляроид». 

 

 

Рис. 3.5. Большой фотомикроскоп, 
Olympus Vanox-T. Прибор снабжен 
двумя •35-миллиметровыми 
фотокамерами, по одной с каждой 
стороны, и камерой большого 
формата. Установлена система для 
Поляроида (вверху). 
Непосредственно над окулярами 
находится гнездо, куда можно 
подсоединить телевизионную 
камеру. Фотография 
воспроизводится с любезного 
разрешения Olympus Optical Co. Ltd. 
(Великобритания). 
 

 
Между мехами и держателями для пленки можно установить призму, так чтобы изображение 

фокусировалось на экран, установленный в более удобном положении. 
Микроскоп устанавливается в основании камеры, затвор опускается к окуляру так, чтобы оптические оси 
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систем совпадали. Поскольку расстояние между окуляром и проецируемым на пленку изображением 
достаточно велико, то обычные окуляры дают хорошее изображение, и нет необходимости пользоваться 
специальными фотоокулярами и другими приспособлениями. Размер конечного изображения растет с 
увеличением расстояния, на которое проецируется изображение, и меха позволяют изменять увеличение. 
Последнее важно в тех случаях, когда нужно получить окончательное изображение строго определенного 
размера. 

 

7. Наведение на фокус и определение экспозиции 
Каким бы оборудованием для фотомикрографии вы ни пользовались, наиболее важными моментами 

являются точная фокусировка изображения на пленке и правильная экспозиция. Проблемам фокусирования и 
экспозиции будут посвящены следующие разделы. 

7.1. Наведение на фокус 
Существует три метода правильного наведения на фокус. 
Выбор зависит от того, каким оборудованием вы пользуетесь. 
1. Простейший и наиболее прямой способ фокусировки используется в камере с раздвижными мехами, 

предназначенной для применения пленок широких форматов. Здесь изображение фокусируется на матовый 
экран, расположенный на месте пленки, который затем заменяется кассетой с пленкой. Экран обычно имеет 
центральное прозрачное пятно, позволяющее видеть неясное изображение, которое можно сфокусировать с 
помощью лупы. Если на экране нет прозрачного пятна, то его можно легко сделать, нанеся карандашом на 
матовую поверхность стекла крест, а затем приклеив на это место с помощью канадского бальзама или 
аналогичного вещества покровное стекло подходящих размеров. 

2. При использовании 35-миллиметровой зеркальной камеры с одним объективом и простейшим адаптером 
фокусировка осуществляется на экране камеры способом, аналогичным описанному выше. Хотя этого может 
быть достаточно для простейшей работы, изображение вероятно получится нечетким причем его нельзя будет 
улучшить с помощью дополнительных приспособлений для фокусировки на матовое стекло, таких как 
микрорастр или расщепляющий визир. Существенно лучшего результата можно добиться, если камера имеет 
сменяемые экраны. Тогда следует установить прозрачный экран с центральным перекрестьем, что позволяет 
видеть значительно более яркое изображение (оно будет полностью размываться, если фокус смещается в 
другую плоскость). В этом случае, поскольку отсутствует матовое стекло, нужное для определения плоскости, в 
которой должно быть сфокусировано изображение, необходимо использовать дополнительную лупу, чтобы 
зафиксировать плоскость фокусировки глаз на скрещенных линиях экрана. Все эти принадлежности часто 
входят в комплект прямоугольного визира. 

3. При третьем способе изображение фокусируется вне камеры, в плоскости, сопряженной с плоскостью 
конечного изображения. Некоторые специализированные фотомикрографические камеры имеют 
светоделительную призму, которая направляет изображение в боковой тубус, где установлены матовый экран и 
фокусирующий телескоп. Часть изображения, попадающая на пленку, обозначена на экране рамкой, а само 
изображение фокусируется на центральное перекрестье, расположенное пар фокально по отношению к 
конечному изображению на пленке. В тех случаях, когда фотосистема приспособлена для определенной модели 
микроскопа, для фокусировки может использоваться обычная бинокулярная насадка, снабженная 
кадрирующим окуляром с сеткой и перекрестьем. Такая система основана на том, что фотокамера и визуальное 
изображение выставлены правильно относительно друг друга. Обычно это устанавливается на заводе-
изготовителе, но в некоторых случаях предлагается делать пользователю. 

В тех случаях, когда наведение на фокус осуществляется по прозрачному экрану с перекрестьем или через 
кадрирующий окуляр, необходимо сначала, расфокусировав изображение микроскопа, чтобы оно не мешало 
глазам, навести на резкость перекрестье, используя для этого подстройку окуляра или лупы. Затем нужно 
плавно навести на фокус. В процессе наводки следует слегка покачивать головой из стороны в сторону, так как 
правильный фокус лучше всего определяется по параллаксу. В момент точной фокусировки изображение и 
перекрестье перестанут смещаться друг относительно друга. Навести на фокус относительно просто, когда 
используются объективы большого увеличения с большой апертурой. В случае же использования объектива с 
малым увеличением следует быть особенно внимательным в тех случаях, когда требуется получить хорошую 
фотографию, поскольку за счет аккомодации глаза выбранная плоскость может значительно сместиться. В этом 
случае может помочь установка между глазами и окулярами дополнительного телескопа или пары независимо 
фокусирующихся бинокуляров, за счет которых уменьшается глубина резкости системы. Меньше трудностей 
здесь встретится для пожилых людей, у которых способность к аккомодации глаз понижена. 

На этой стадии следует получить оптимальное изображение, после чего можно снимать. Поскольку 
наведение на резкость является критическим условием для получения хорошей фотографии и фокус легко 
испортить, слегка сдвинув микроскоп или препарат, необходимо наводить на резкость непосредственно перед 
открыванием фотозатвора. 
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7.2. Определение экспозиции 
Фирмы — изготовители пленки указывают на ней номинальную «чувствительность», которую следует 

вводить в экспонометр системы. Чувствительность означает количество света, называемое «экспозицией», 
которое должно попасть на пленку для получения наилучших результатов. Различные типы пленки требуют 
различной экспозиции. Если света было слишком мало, негативы получатся бледными, а отпечатки или слайды 
— соответственно очень темными. Экспозиция есть произведение интенсивности света на время, в течение 
которого он попадает на пленку (время экспозиции). Для данной экспозиции существует обратное соотношение 
между интенсивностью и временем, так что если свет в два раза более яркий, то время, в течение которого он 
попадает на пленку, должно быть в два раза меньше и т. д. Когда время экспозиции слишком велико или мало, 
данное соотношение нарушается («реципрокное несоответствие», см. также разд. 8.3.5), и следует давать 
экспозицию больше расчетной. Многие фотомикрографические камеры разработаны с учетом этого эффекта. 

Экспозиция измеряется светочувствительными приборами, в которых под действием света возникает 
электрический ток или меняется сопротивление. В большинстве современных 35-миллиметровых зеркальных 
камер с одним объективом есть экспонометр, который измеряет свет, проходящий через объектив, т. е. он 
измеряет интенсивность света, падающего на пленку. Аналогичное устройство применяется в специальных 
фотомикрографических камерах. Результаты выводятся обычно на шкалу или на электронный дисплей в виде 
рекомендуемого времени экспозиции. Использование этого времени даст правильно экспонированную 
микрографию. Время экспозиции может быть установлено вручную или контролироваться автоматически. 

Экспонометры разработаны для правильного определения экспозиции применительно к «средним» 
объектам. В тех случаях, когда распределение светлых и темных участков необычное, можно получить 
неправильную экспозицию. Хорошо окрашенный биологический срез, который заполняет все поле зрения, 
может быть правильно проэкспонирован без поправок. При таком использовании экспонометра, 
определяющего интегральную яркость по всему полю зрения, препарат, который не заполняет все поле или 
окружен светлым фоном, скорее всего будет недоэкспонирован, в то время как изображения, имеющие только 
светлые участки на темном фоне, например при флуоресцентной или темнопольной микроскопии, будут 
переэкспонированы. Некоторые 35-миллиметровые зеркальные камеры с одним объективом и 
фотомикрографические камеры оборудованы приспособлением для измерения яркости в пятне, что позволяет 
получать результаты для небольшой части изображения. 

Если в камере нет собственного экспонометра, то можно применять отдельный экспонометр, такой, как Leitz 
Microsix или Zeiss Ikophot M. Для того чтобы использовать обычные фотоэкспонометры при съемке на 
микроскопе, нужны специальные приспособления. С их помощью можно снимать показания над или в 
плоскости окуляра, в фототубусе или в плоскости пленки в камере большого формата. 

Экспонометры следует устанавливать на номинальную чувствительность пленки (разд. 8.1.1). В 
большинстве систем теперь установлена шкала в единицах ISO (Международная организация стандартов) или 
ASA (Американская организация стандартов). Другие системы могут быть откалиброваны в альтернативных 
единицах или их чувствительность следует определять эмпирически. Даже в первых системах установка 
номинальной чувствительности в соответствии с данными фирмы-изготовителя не всегда приводит к 
правильной экспозиции. Чтобы выявить оптимальные условия работы оборудования, систему следует 
откалибровать с учетом типа препарата, контраста, комбинации пленка — проявитель и используемых цветных 
светофильтров (указания по начальной калибровке приводятся в разд. 11.2 и 11.3). 

7.3. Контроль экспозиции 
Время экспозиции контролируется встроенным в камеру затвором. В 35-миллиметровой зеркальной камере 

с одним объективом обычно стоит шторный затвор — шторка, движущаяся поперек кадра непосредственно 
перед пленкой. В совокупности с перемещением зеркала такой затвор создает при срабатывании определенную 
вибрацию, которая приводит соответственно к размыванию изображения. В специальных фотокамерах для 
микроскопов затвор устроен таким образом, чтобы предотвратить передачу вибрации в системе, и уже только 
по этой причине их следует предпочесть обычным фотокамерам. Контроль за срабатыванием затвора может 
быть ручным, полуавтоматическим, когда необходимая выдержка указывается на индикаторе при нажатии 
кнопки, или полностью автоматическим, когда затвор остается открытым до тех пор, пока достаточное 
количество света не попадет на пленку. 

Затвор камеры имеет определенный диапазон рабочих скоростей. Для слабого изображения с некоторым 
риском получения вибрации или сдвига препарата, а также ошибки, вызванной нереципрокным соотношением, 
можно применять более длинные выдержки. Для фотографирования слишком ярких изображений, когда 
экспозиция получается меньше, чем позволяет дать система, следует снижать освещенность. В отличие от 
объектива фотокамеры микроскоп не имеет диафрагмы, позволяющей снижать яркость изображения, хотя как 
побочный эффект это может происходить при установке диафрагмы. Вся настройка оптики микроскопа 
направлена только на получение наивысшего качества изображения, а интенсивность освещения может быть 
изменена только за счет снижения напряжения на лампе (но это будет влиять на цвета при цветной съемке — 
разд. 8.3.3) либо введением в ход лучей светофильтров — цветных (разд. 8.2.1) или нейтральных (разд. 8.3.3). 
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8. Выбор условий для фотомикрографии 
Большую часть того, что требуется для фотомикрографии, можно выбрать из большого разнообразия пленок 

и проявителей, поступающих в продажу. Данный раздел содержит информацию, помогающую рационально 
выбрать фотоматериал, с тем чтобы при использовании удовлетворительной фотосистемы основное внимание 
могло быть уделено самой микроскопии, где собственно и возникают основные трудности. 

8.1. Фотографический процесс 
Все процессы обработки фотоматериалов, независимо от того, связаны они с получением негативов или 

отпечатков, цветная это фотография или черно-белая, основаны на специфическом свойстве определенных 
солей серебра — их светочувствительности. Эти соли — галогениды серебра, как правило, хлорид или бромид. 
Фотоматериал состоит из эмульсии этих солей в слое желатины, покрывающем прозрачный пластик или бумагу 
и редко (теперь) стекло. Когда свет падает на кристалл галогенида серебра, то достаточно примерно 10 
фотонов, чтобы произошло восстановление с образованием крошечного кристаллика металлического серебра. 
Образовавшиеся таким образом кристаллы составляют латентное изображение. При обработке слабым 
восстановителем (который называется проявителем) кристаллы, составляющие скрытое изображение, 
относительно быстро восстанавливаются в зерно металлического серебра. Чересчур длительная обработка 
проявителем или засвечивание приводят к полному превращению галогенида в серебро. Через определенный 
период времени проявитель сливают, и невосстановленный галогенид растворяют с помощью тиосульфата 
аммония или натрия, который называется фиксажем. Те области, на которые попал свет, благодаря зернам 
серебра будут черными на прозрачном фоне, таким образом, изображение будет в виде негатива. Позитивный 
отпечаток получается из негатива в результате дальнейшей обработки тем же способом, позитивные слайды 
получаются непосредственно с помощью специального процесса обращения. 

Цветная пленка реагирует на свет так же, как и черно-белая, но она содержит вещества, превращающиеся в 
процессе проявления в цветные красители (разд. 8.3). 

8.1.1. Чувствительность пленки 
Поскольку для появления одного кристалла металлического серебра в кристалле галогенида серебра 

достаточно около 10 фотонов, то, следовательно, большие кристаллы галогенида уловят достаточно света для 
образования металлического серебра за более короткое время, чем мелкие. Таким образом, для получения 
удовлетворительного изображения на пленке, содержащей более крупные кристаллы, потребуется меньшая 
экспозиция. Используя более привычные для фотографии термины, можно сказать, что крупнозернистая пленка 
более «чувствительна». Ситуация усложняется при включении в состав эмульсии сенсибилизирующих 
красителей, которые поглощают свет в более длинноволновых областях и передают его энергию галогенидам 
серебра, за счет чего расширяется спектральная чувствительность пленки: только синий свет, синий и красный 
(ортохроматическая пленка) и, наконец, весь видимый диапазон (панхроматическая пленка). 

Чувствительность пленки выражается в различных единицах, в настоящей книге будет использоваться 
стандарт ISO, близкий к ASA. Данная шкала является линейной, т. е. пленка с чувствительностью ISO 100 
будет в два раза более чувствительной (для нее требуется половинное количество света) по сравнению с 
пленкой ISO 50. В настоящее время низкочувствительными считаются пленки с чувствительностью по шкале 
ISO до 50, средними — от 50 до 200 единиц ISO, а высокочувствительные могут достигать 1600 единиц ISO. 
Следует понимать, что чувствительность, указываемая фирмой-изготовителем, является только рекомендацией, 
которой можно следовать в нормальных условиях. Когда вы начинаете новую работу по фотомикрографии, 
нужно обязательно отснять пробную пленку, устанавливая экспонометрическое устройство на разные значения 
чувствительности, большие и меньшие, чем номинальные, и тщательно записывая при этом все необходимые 
условия. 

8.1.2. Зернистость 
После проявления изображение состоит из зерен, диаметром около 0,5 мкм каждое. Такие зерна видны 

только в микроскоп, но поскольку они распределены в эмульсии не равномерно, а случайно, то образуют 
«зернистость», которая часто заметна на чувствительных пленках. Так как разрешение микроскопа само по себе 
лимитирует конечное увеличение при фотомикрографии, негатив обычно не приходится увеличивать более чем 
в 5 — 10 раз, так что зернистость пленки редко является серьезным ограничением. 

8.1.3. Контрастность 
Контраст в фотомикрографии имеет особое значение, поскольку контрастность изображения, получаемого в 

микроскопе, как правило, ниже, чем при «бытовой» фотографии. За исключением особых случаев, 
низкочувствительные пленки в целом более контрастны, чем высокочувствительные. Кроме того, контраст 
зависит от типа используемого проявителя, температуры и времени проявления. 

8.2. Черно-белая фотомикрография 
Пленки, пригодные для фотомикрографии, выпускаются всеми основными фирмами, производящими 
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фотоматериалы. Обычно для нее подходят низкочувствительные контрастные пленки, такие, как Ilford Pan F и 
Kodak Panatomic X. Фирмы рекомендуют проявители, использование которых позволяет получить 
коэффициент контрастности (величина, близкая к старому показателю гамма) около 1,0. Для увеличения 
контрастности полезно пользоваться проявителями Kodak НС-110 и D19. 

Для фотомикрографии весьма удобна техническая пленка Kodak Technical Pan Film 2415, так как ее контраст 
может варьировать в широких пределах в зависимости от режима проявления. Проявитель НС-110 дает для 
данной пленки коэффициент контрастности 1,0 — 2,7, а проявитель D19 — до 3,6. Эти пленки выпускаются в 
виде 35-миллиметровой и формата 120 и могут быть использованы в лаборатории для других целей, например 
для изготовления слайдов к лекциям или для копирования документов. При использовании специального 
проявителя Technidol они могут дать относительно низкий контраст (0,5 — 0,75) и поэтому также пригодны для 
высококачественных графических работ. 

В качестве примера попробуйте использовать пленку Kodak Pan Film 2415 в режиме 50 ед. ISO (ASA). 
Проявите ее проявителем Kodak НС-110 в разведении D (см. инструкции изготовителя) в течение 6 мин при 20 
°С. 

Для получения более низкого контраста возьмите пленку с чувствительностью 25 ед. и проявите ее жидким 
проявителем Kodak Technidol в течение 9 мин при 20 °С, а для высокого контраста возьмите пленку с 
чувствительностью 125 ед. и проявите ее в D 19 в течение 4 мин при 20 °С. 

Различия между негативами и отпечатками, полученными этими тремя способами, значительны (рис. 3.6), 
так что не составит труда выбрать один способ, подходящий конкретно к данным препарату, микроскопу и 
условиям получения контраста. Промежуточные значения контрастности могут быть получены за счет 
изменения времени проявления. При этом необходимо иметь в виду, что более продолжительное проявление 
или использование более энергичного проявителя приведут одновременно к увеличению контраста и 
чувствительности. Аналогичные результаты могут быть получены при использовании других мелкозернистых 
пленок. 

8.2.1. Использование цветных светофильтров в черно-белой фотомикрографии 
Цветные светофильтры могут значительно улучшать черно-белые фотомикрографии несколькими путями. 

Микроскоп имеет тем большее разрешение, чем короче длина волны используемого света. В соответствии с 
этим при удалении из освещения, формирующего изображение, длинноволнового света, в особенности 
красного, разрешение немного улучшается Этого можно достичь, применяя сине-зеленый фильтр, который 
иногда называют «минус красный». Можно думать, что применение синего, наиболее коротковолнового из 
видимого диапазона, света даст еще лучшие результаты. В теории это правильно, но на практике — нет. Синий 
свет виден очень слабо, что затрудняет фокусировку, и, кроме того, большинство объективов микроскопов 
рассчитано на оптимальные условия работы в середине видимого спектра. 

 
 

 

Рис. 3.6. Влияние проявителя на 
контрастность. Все эти микрографии 
были получены на пленке Kodak 
Technical Pan и проявлены, как описано 
ниже. Условия печати всех 
микрографий были идентичны. А. 
Низкий контраст — проявитель 
Technidol, 9 мин при 20 °С. Б. Средний 
контраст — проявитель НС-110, 
разведение D, 6 мин при 20 °С. В. 
Высокий контраст — проявитель D-19, 
4 мин при 20 °С. Шкала —100 мкм. 
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Линзы никогда не бывают совершенными. Они имеют различные аберрации, многие из которых зависят от 

длины волны света. Разработчики рассчитывают объективы таким образом, чтобы максимально 
скомпенсировать сферическую аберрацию для зеленого света, к которому наши глаза наиболее чувствительны; 
соответственно если длина волны отличается от 550 нм, то качество изображения может ухудшиться. 

Ахроматические объективы не скорректированы в отношении аксиальной и латеральной сферической 
аберрации для всех длин волн, поэтому они дают изображение со слабыми цветными кольцами, которые видны 
при внимательном наблюдении. Если используется почти монохроматический свет, чего можно достичь 
применением соответствующих цветных светофильтров, то неполная коррекция объективов становится 
несущественной. Полуапохроматы (флюоритовые объективы) и апохроматы, которые хорошо исправлены в 
отношении хроматической аберрации, также могут давать несколько лучшие результаты при применении света 
малой ширины спектра. 

Все-таки основная причина использования цветных светофильтров — это контроль за контрастностью 
изображений цветных препаратов. Фильтры позволяют изменять уровень серого на пленке, создаваемый 
различными цветами изображения. Возьмите, например, окрашенный в красный цвет препарат на белом фоне. 
Если вставить красный светофильтр, то контраст между объектом и фоном понизится — оба они станут 
красными и на фотомикрографии будут переданы близкими оттенками серого. Наоборот, если вставить сине-
зеленый (или «минус красный») фильтр, то красный объект будет выглядеть темным и высококонтрастным на 
сине-зеленом фоне, поскольку он не пропускает синих и зеленых лучей (и потому в норме выглядит красным). 
Итак, светофильтры, близкие по цвету к окраске объекта, будут делать его на черно-белой фотографии более 
светлым, а светофильтры дополнительных цветов будут делать объект более темным (рис. 3.7). Пары 
дополнительных цветов приведены в табл. 3.1. 

Цветные светофильтры можно приобрести у многих крупных фирм —• изготовителей микроскопов, в 
некоторые наиболее совершенные микроскопы они вмонтированы. Кроме того, их можно приобрести у фирмы 
Kodak .(фильтры Wratten) и других фотографических фирм, например Ilford. 

Следует правильно определить в оптической системе место, куда нужно поместить светофильтры. Их всегда 
следует помещать в осветительную часть микроскопа, а не в ту, где формируется изображение, за исключением 
тех случаев, когда светофильтры очень высококачественные и специально предназначены для размещения за 
объективом. Многие микроскопы снабжены специальным держателем для светофильтров, расположенным 
прямо под конденсором, в идеальном месте для их размещения. 

 
 
 

 

Рис. 3.7. Влияние цветных 
светофильтров на контраст. 
Препарат, срез желудка лягушки, 
окрашен Шиффпериодатом и 
светлым зеленым, 
сфотографирован на пленку 
Kodak Technical Pan и проявлен 
при среднем контрасте. 
Изображения на фотографиях 
очень близки к тем, которые 
можно наблюдать глазом. А. 
Светофильтры не использовались. 
Вершины клеток, интенсивно 
окрашенные в пурпурный цвет, 
выглядят несколько темнее 
остальной части препарата, в 
которой преобладает зеленый 
цвет. Б. Красный светофильтр. 
Пурпурные .области выглядят 
бесцветными, а окрашенные в 
зеленый цвет ядра—темными. В. 
Зеленый светофильтр. Зеленые 
ядра становятся невидимыми, а 
пурпурные участки — 
высококонтрастными. Шкала 50 
мкм. 
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Таблица 3.1. Комплементарные цвета 

 

Цвет Дополнительны
й цвет Цвет Дополнительны

й цвет 

Красный Зеленый 
Синий 

Сине-зеленый 
Пурпурный 
Желтый 

Сине-зеленый 
Пурпурный 
Желтый 

Красный 
Зеленый Синий 

 
Такое размещение позволяет избежать того, что отпечатки пальцев, пылинки и другие загрязнения 

поверхности фильтра будут видны одновременно с изображением препарата. Устройство многих микроскопов 
как бы приглашает пользователя расположить светофильтр в том отверстии в основании микроскопа, через 
которое идет свет, т. е. под конденсором. На этом уровне светофильтр окажется близко к полевой диафрагме 
микроскопа, которая находится в плоскости, сопряженной с препаратом и с конечным изображением, так что 
загрязнения светофильтра могут влиять на изображение. Нужно стараться избегать возникающих в связи с этим 
проблем. Резюмируя, можно дать следующие советы. 

1. Узкополосный светофильтр, например Wratten 58, или зеленый интерференционный светофильтр, следует 
всегда использовать для улучшения оптических характеристик микроскопа, кроме тех случаев, когда они 
значительно влияют на контраст. 

2. Следует избегать зеленых красителей, поскольку их будет трудно различить при использовании зеленых 
светофильтров. Лучше применять пурпурные или красные красители, дающие хороший контраст в зеленом 
свете. 

3. Если применяются сильно окрашенные светофильтры, то может потребоваться корректировка данных о 
чувствительности пленки, вводимых в экспонометр, поскольку спектральная чувствительность 
светоизмерительной системы в фотокамере вряд ли точно совпадает с таковой пленки. Это следует проверить с 
помощью пробной пленки (разд. 11.2). 

8.3. Цветная фотомикрография 
Запись цветного изображения основана на том, что любой цвет может быть воспроизведен при помощи 

соответствующей смеси трех основных цветов — красного, зеленого и синего. Современные 
общеупотребительные цветные пленки содержат три сдоя эмульсии, каждый из которых чувствителен к одному 
из основных цветов. В большинстве пленок эти слои содержат молекулы — предшественники красок 
соответствующих цветов. Краска образуется, когда эти молекулы взаимодействуют с продуктами окисления 
специального проявителя, получающимися в процессе его взаимодействия с галогенидом серебра. Само 
серебро в дальнейшем растворяется и удаляется. 

8.3.1. Цветные отпечатки или слайды 
Цветные пленки могут быть предназначены либо для получения негативов, с которых можно сделать 

отпечатки на бумаге (негативные пленки), либо для получения слайдов для проецирования (обратимые пленки). 
Фотомикрографии в виде отпечатков очень удобны, так как их легко представлять на стендах, в статьях, в 
диссертациях и т. д. Обратимые пленки необходимы для использования на лекциях, но этим только отчасти 
объясняется огромная популярность таких пленок среди микроскопистов. Существует несколько отличных 
способов получать отпечатки со слайдов. Благодаря этим способам обратимая пленка, с точки зрения опытных 
исследователей, занимающихся фотомикрографией, более всего подходит для работы с микроскопом. 

Многие из тех, кто работает с микроскопом и хотел бы делать отпечатки, знакомы с быстрыми и дешевыми 
услугами фотолабораторий, которые стали теперь доступны. Поскольку полученные с их помощью результаты 
обычно разочаровывают, то здесь необходимо дать краткое объяснение возникающих трудностей. К 
сожалению, при использовании имеющихся в продаже стандартных проявителей достичь наивысшего качества 
на негативной пленке значительно труднее, чем на позитивной. Обратимая пленка проявляется в 
стандартизованных и точно контролируемых условиях, и конечный слайд — это именно тот кусочек пленки, 
который экспонировался в фотокамере; при соответствующей обработке конечный результат представляет 
собой полноценную запись попавшего на пленку изображения. При использовании негативной пленки 
добавляется еще один процесс — печать на фотобумаге, и именно здесь могут возникать отклонения в цветах. 

Большинство проявляющих лабораторий, обслуживающих массовый рынок, использует технику, которая 
автоматически, вводя в ход лучей светофильтры, компенсирует то, что она принимает за искажение цветового 
баланса. Для бытовой фотографии этот автоматический способ работает хорошо, так как в «средней» 
фотографии имеется примерно равное распределение трех основных цветов. Это допущение, на котором 
основано действие автомата, в общем виде несправедливо для фотомикрографий, где детали изображения 
могут быть окрашены лишь в один или два цвета и часто располагаются на белом фоне. В связи с этим 
возникают проблемы. Например, если окрашенный в синий цвет объект снят на белом фоне, то автоматическая 
печатающая машина добавит желтый цвет, чтобы скомпенсировать определенный ею избыток синего, и в 
результате объект получится блекло-серым на желтом фоне. Контролер на конце линии, незнакомый с научной 
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фотографией, пропустит отпечаток к разочарованию пострадавшего микроскописта. 

Следует отметить, однако, что отличные фотомикрографические отпечатки могут быть получены и при 
использовании негативной пленки, если они изготавливаются индивидуально оператором, который понимает, 
какой требуется результат. К сожалению, они будут намного дороже, чем отпечатки или слайды, полученные 
стандартным способом. Если отпечатки изготавливаются не автоматически, а «вручную», полезно дать 
оператору слайд или отпечаток с правильной цветопередачей или хотя бы объяснить ему, каким должен быть 
фон, — например, белым. 

Кроме причин, упомянутых выше, следует отметить, что большинство обратимых пленок более контрастны 
и имеют несколько большее разрешение, чем негативные пленки с такой же чувствительностью, поэтому 
многие издатели по-прежнему предпочитают обратимые пленки отпечаткам. Кроме того, слайды ценны сами 
по себе, поскольку их можно показывать через проектор, тогда как негативы имеют ценность только как 
промежуточный продукт на пути получения отпечатков. 

8.3.2. Печать со слайдов 
Для получения отпечатков со слайдов есть несколько систем фирм Agfa, Ilford, Kodak и некоторых других. 

Их используют в коммерческих лабораториях по обработке пленки, однако они достаточно просты для 
использования в обычной лабораторной темной комнате и не требуют большого количества специального 
оборудования. Для печати фотомикрографий хорошо подходит проявитель Cibachrome фирмы Ilford, отчасти 
потому, что он несколько контрастнее других проявителей. Он малочувствителен к небольшим ошибкам в 
экспозиции и балансе цветов, и если один раз наладить печать с правильно экспонированных слайдов, 
изготовленных на определенном типе пленки, то в дальнейшем можно получать с минимальными усилиями 
отличные результаты. Еще одно преимущество печати в лаборатории состоит в том,. что под наблюдением 
микроскописта можно варьировать баланс цветов до тех пор, пока не получится нужный результат. Для 
проявления требуются лишь три раствора, и готовый отпечаток может быть получен через 12 мин после 
экспозиции. Для лабораторного использования можно рекомендовать также фото бумагу Ektachrome 22 фирмы 
Kodak, обрабатываемую в проявителе R3000 той же фирмы. 

 
Таблица 3.2. Цветовая температура некоторых источников света 

 
Источник света Цветовая темпера» тура (К) 
Лампа с вольфрамовой нитью при 
максимальном напряжении 

2900 

Галогеновая лампа при максимальном 
напряжении Фотолампа 

3200 
3400 

Дневной свет (средний) Электронная 
лампа-вспышка 

5500 
6000 

 
Действительно, отпечатки, полученные со слайдов любым из описанных выше способов, будут значительно 

дороже, чем изготовленные автоматически с негативной пленки. Однако опыт показывает, что печатать 
требуется только с определенных слайдов, а не со всей пленки, за счет чего потенциальная стоимость работы 
снижается. 

8.3.3. Цветовая температура 
В так называемом белом свете существует распределение энергии между различными участками спектра 

видимого света — от фиолетового до красного. Но свет, который обычно называют «белым», не одинаков. Так, 
например, свет полуденного солнца несет большую долю своей энергии в виде коротковолнового (синего) 
излучения по сравнению со светом от вольфрамовой спирали обычной лампы накаливания, который содержит 
больше длинных волн (красного света). Это свойство света называется его цветовой температурой, поскольку 
оно зависит от выражаемой в градусах Кельвина температуры источника излучения (табл. 3.2). 

Наша система глаз — мозг замечательно компенсирует различия в цвете окружающего освещения. Так, 
например, страницы, на которых напечатана данная книга, будут выглядеть для человека белыми как при 
дневном свете, так и при электрическом и даже при свете свечи. Цветная пленка возможностями компенсации 
не обладает, так что фотографии будут различаться: они будут более синими при съемке с дневным светом и 
более красными при съемке с лампой накаливания. Поэтому цветные пленки изготавливаются так, что их 
цветопередача сбалансирована для определенной цветовой температуры. Пленки для дневного цвета 
сбалансированы для цветовой температуры 5500 К, пленки для искусственного света (или света от лампы 
накаливания) — для 3100, 3200 или 3400 К. 
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Таблица 3.3. Фильтры Wratten для цветовой коррекции 

 
Цветовая температура (К), на которую 
сбалансирована пленка  

Цветовая 
температура 
источника света  3200  3400  5500 
2900  82В  82С + 82  80А + 82В  
3200  Нет  82А  80А  
3400  81А  Нет  8ОВ  
5500  85В  85  Нет  
6000  85В + 81А  85В  81А  

 
Однако многие источники света не соответствуют в точности данным значениям цветовой температуры, 

кроме того, вы можете захотеть использовать при работе с микроскопом, снабженным лампой накаливания, 
более доступные пленки для дневного света. Поэтому для получения правильного цветового баланса 
необходимо пользоваться корректирующими цвет светофильтрами. В табл. 3.3 дана инструкция по 
использованию светофильтров из серии Wratten фирмы Kodak, пожалуй наиболее известных и удобных. 

Поскольку цветовая температура зависит от напряжения на лампе, необходимо следить за тем, чтобы 
напряжение была одним и тем же для всех микрографий. Измерять его лучше непосредственно на патроне 
лампы, а не на источнике питания, так как вследствие сопротивления кабеля на нем возникает падение 
напряжения, приводящее к красному сдвигу. 

При полном накале лампы свет может быть слишком ярким для того, чтобы нормально рассматривать 
препарат и снимать его даже с самыми короткими выдержками. В этом случае следует использовать 
нейтральные светофильтры, которые равномерно поглощают свет различных длин волн и снижают 
интенсивность освещения, не меняя цветов. Не все «серые» светофильтры являются вполне нейтральными. 
Предпочтение следует отдавать фильтрам с зеркалоподобным, частично пропускающим свет металлическим 
покрытием, которые специально выпускаются фирмами — изготовителями микроскопов. 

Некоторые современные фотомикроскопы снабжены системами для поддержания необходимой цветовой 
температуры. Один из принципов их действия состоит в стабилизации нужного напряжения на лампе на все 
время или только на время фотографирования. В этом случае изменения яркости (и соответственно экспозиции) 
достигаются введением нейтральных светофильтров, встроенных в осветительную систему микроскопа. Другой 
путь состоит в использовании измерителя цветовой температуры, который можно приобрести отдельно или в 
качестве принадлежности к некоторым фотомикрографическим камерам. В этом случае изменяют накал лампы 
и/или вводят коррекционные светофильтры таким образом, чтобы по показаниям прибора получить 
правильную цветовую температуру. 

8.3.4. Коррекция цветовых искажений 
Даже в тех случаях, когда были приняты все меры к тому, чтобы привести цветовую температуру 

осветителя в соответствие с применяемой пленкой, цвета на получающихся слайдах могут быть не совсем 
правильными. Это может произойти из-за того, что слегка окрашено стекло линз в осветительной или 
проекционной частях микроскопа, но чаще всего — вследствие желтой окраски заливочной среды. Такие 
небольшие отклонения можно компенсировать, если использовать слабые компенсационные светофильтры 
(маркировка СС) фирмы Kodak и других изготовителей. Фильтры бывают красные, зеленые, синие, желтые, 
пурпурные и сине-зеленые. Слайды следует просматривать на световом столике с откорректированным цветом, 
и компенсационные светофильтры следует вставлять по одному или в комбинации до тех пор, пока не будет 
получен правильный цвет. Установка этих светофильтров на пути лучей в микроскопе позволяет 
нейтрализовать цветовое искажение, хотя надо помнить, что пленка не обязательно так же чувствительна к 
изменению цвета, как и глаз. 

УФ-свет цветные пленки воспринимают как синий. Лампы некоторых микроскопов дают значительную 
долю УФ-света, что может вызывать синий сдвиг на микрографии. Фильтры Wratten 2А, 2В и 2Е поглощают 
УФ-свет, и с помощью одного из этих бледно-желтых фильтров можно избежать возникающего затруднения. 

Некоторые изготовители рекомендуют использовать светофильтр из дидимового стекла, особенно при 
фотографировании препаратов, окрашенных эозином. Этот светофильтр обладает свойством усиливать розовые 
тона и может в определенных случаях значительно улучшать передачу цвета. 

8.3.5. Реципрокное несоответствие и цветовой баланс 
При слишком коротких и слишком длинных экспозициях на цветной пленке проявляется реципрокное 

несоответствие, поэтому требуется корректировка выдержек подобно тому, как это делается в случае черно-
белой пленки (разд. 7.2). Но цветная пленка имеет и дополнительный минус: три слоя ее эмульсии, 
чувствительные к трем основным цветам, теряют светочувствительность с различной скоростью, что приводит 
к неправильной цветопередаче. Как правило, для фотомикрографии при низких уровнях освещенности 
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рекомендуются пленки для искусственного света, которые дают правильный баланс цветов при экспозициях 
более длинных, чем те, на которые рассчитаны пленки для дневного света. 

Исправление цветового баланса можно сделать и при фотопечати, однако в случае слайдов корректирующие 
светофильтры следует использовать непосредственно при съемке. Каждый тип пленки имеет свое реципрокное 
несоответствие, так что перед применением светофильтров следует проконсультироваться с изготовителем 
пленки. Поскольку иногда не удается полностью исправить дисбаланс цветов, обусловленный реципрокным 
несоответствием, лучше избегать экспозиций больших, чем 5 с, используя более чувствительную пленку или 
более яркий источник света. 

Отсняв несколько пробных пленок и тщательно записав все необходимые условия, можно всегда получить 
микрографии с правильной цветопередачей, если использовать стандартную яркость лампы и комбинацию 
светофильтров, компенсирующих особенности данного сочетания микроскопа, пленки и метода (разд. 11.4). 

8.3.6. Выбор чувствительности пленки 
В продаже имеются цветные пленки с чувствительностью от 25 до 1600 или 3200 ед. ISO. Наилучшее 

качество изображения и контрастность достигаются при использовании малочувствительных пленок (до 100 ед. 
ISO). Поэтому их рекомендуют использовать для обычной фотомикрографии, где освещение, как правило, 
достаточное. Когда необходима большая чувствительность, например при съемке на темном фоне, при фазово-
контрастной или флуоресцентной микроскопии, то без большой потери качества можно использовать пленки с 
чувствительностью 200—400 ед. ISO. В таких случаях можно применить метод «усиления» пленки, 
позволяющий увеличить ее чувствительность за счет изменения режима проявления (путем увеличения 
времени пребывания пленки в первом проявителе). Таким способом чувствительность пленки может быть 
увеличена в 2 или в 4 раза. Данный метод полезен в случае использования пленок 200 и 400 ед. ISO, причем 
проявление с усилением может быть осуществлено в некоторых лабораториях за стандартную цену. Помимо 
увеличения эффективной чувствительности пленки этот метод позволяет в ряде случаев еще и повысить 
контраст. Недостатки метода, обычно не имеющие большого значения, состоят в том, что увеличивается 
зернистость пленки и уменьшается ее максимальная плотность, что приводит к появлению бледно-серого фона 
при темнопольной или флуоресцентной микроскопии. 

8.3.7. Фотомикрография при флуоресцентной микроскопии 
Фиксирование изображений при флуоресцентной микроскопии сопряжено с особыми трудностями, которые 

вызваны тем, что флуоресцирующие детали могут занимать малую часть кадра, быть сравнительно нечеткими и 
выцветать под действием возбуждающего света при длительной экспозиции. Все эти факторы "приводят к 
неправильной установке экспозиции, и, кроме того, длительная выдержка ведет к реципрокному 
несоответствию. Тем не менее, используя лучшие методы микроскопии, при съемке флуоресцентных 
препаратов можно достичь вполне хороших результатов. 

За исключением случаев особо малых увеличений работать следует с эпиосвещением, когда свет падает на 
препарат через объектив. Эпифлуоресценция имеет те преимущества, что непоглощенный свет идет в 
направлении от наблюдателя; освещается непосредственно та поверхность, которую нужно наблюдать; 
наконец, упрощается центровка света, так как объектив служит сам для себя конденсором. Количество света, 
проходящее через линзу, пропорционально квадрату ее апертуры. В случае эпиосвещения, поскольку объектив 
работает одновременно и как конденсор, яркость препарата пропорциональна четвертой степени апертуры. 
Поэтому фирмы-изготовители специально создают для флуоресцентной микроскопии объективы с большой 
апертурой (что часто достигается применением масляной, глицериновой или водной иммерсии) в сочетании с 
малым увеличением. Их применение дает преимущества именно для фотомикрографии. 

В тех приборах, где предусмотрено измерение экспозиции & пятне, им следует пользоваться таким образом, 
чтобы измеряемая область находилась во флуоресцирующей части препарата. Если системы измерения в пятне 
нет, то время экспозиции следует уменьшить по сравнению с показаниями экспонометра на величину, 
пропорциональную нефлуоресцирующей части поля зрения. Это с неизбежностью приведет к искажению 
экспозиции, так что во всех случаях следует делать несколько кадров, используя широкий диапазон выдержек. 

Поскольку уровень освещенности при флуоресценции крайне низок, то следует применять пленки с 
чувствительностью 200—400 ед. ISO или даже выше. Дальнейшего увеличения чувствительности можно с 
успехом достичь с помощью метода «усиления» (разд. 8.3.6). Многие фотосистемы микроскопов содержат 
светоделительную призму, которая разделяет поток света от объектива так, что часть его попадает в окуляры, а 
часть — в фотокамеру. При флуоресцентной микроскопии, там где это возможно, желательно удалить 
светоделительную призму, чтобы при визуальном наблюдении весь свет шел в окуляры, а при 
фотографировании — в камеру. Этим можно удвоить количество света, попадающего на пленку, а экспозиция 
может сократиться даже больше, чем вдвое, если учесть выцветание препарата и реципрокное несоответствие. 
В некоторых фотомикрографических камерах при длительной экспозиции, необходимой в случае 
флуоресценции, на пленку может попадать достаточно постороннего света, чтобы вызвать появление вуали. 
Этот свет, попадающий через окуляры, накладывает на изображение препарата изображение окна или ламп в 
комнате или служит причиной неправильного определения экспозиции. Некоторые микроскопы снабжены 
шторкой, препятствующей попаданию такого света, но если шторки нет, то эта проблема добавляется к 
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остальным, существующим при данном виде фотомикрографии. При фотомикрографии флуоресцентных 
препаратов наиболее часто используются цветные пленки для дневного света, и с них нужно начинать, но из-за 
разнообразия флуоресцирующих веществ некоторые исследователи могут столкнуться с тем, что лучше 
пользоваться пленками, сбалансированными для ламп накаливания. Если вам необходимо получать результаты 
в черно-белом изображении, то для ярко флуоресцирующих препаратов попробуйте пленку Kodak Technical Pan 
или пленку с чувствительностью 400 ед. ISO, если первая окажется слишком малочувствительной. 

8.4. Поляроидные клетки 
Корпорация «Polaroid» (США) производит широкий спектр пленок, которые предназначены для того, чтобы 

за счет оригинальной процедуры проявления сократить время между фотосъемкой и появлением готовой 
фотографии. Это особенно ценно при фотомикрографии нестойких препаратов, где немедленное получение 
результата дает возможность повторить съемку с соответствующим изменением условий. Поляроидные пленки 
сделали фотомикрографию практически доступной для многих лабораторий, лишенных возможностей 
проявления и печати •обыкновенных фотоматериалов, а большая цена поляроидных наборов простительна, так 
как они сберегают рабочее время. 

Большинство поляроидных пленок выпускаются больших форматов и предназначены для получения 
отпечатков; пленка одного из типов позволяет получать и негативы, и отпечатки; можно также приобрести 
цветные или черно-белые обратимые 35-миллиметровые пленки Поляроид. 

8.4.1. Поляроидные пленки для «моментальной печати» 
Поляроидные пленки «моментальной печати» чувствительны к свету благодаря известным свойствам 

галогенидов серебра. Каждая отдельная пленка снабжена оболочкой, содержащей проявитель, которая 
вскрывается, позволяя проявителю равномерно распространиться по пленке, когда она протаскивается в камере 
между двумя роликами. Благодаря специальному процессу одновременно получается позитивный отпечаток 
(фотография). После проявления в течение времени, указанного в инструкции (обычно менее 1 мин), пакет 
вскрывают. Фотографии некоторых типов следует покрывать специальным защитным лаком, который 
поставляется вместе с ними. 

Эти пленки дают отпечатки того же размера, какой имеет изображение в фотокамере, и выпускаются 
больших форматов — 8,3X10,8 см (3¼ X 4¼ дюйма) и 13x10,5 см (5X4 дюйма). Меньшие форматы 
поставляются в упаковке по 8 штук» а большие — в индивидуальной упаковке. Для использования каждого 
типа пленок рекомендуется адаптер фирмы Polaroid, выпускаемый для большинства фотомикрографических 
камер. 

Фирма Polaroid производит широкий набор черно-белых и цветных пленок с чувствительностью от 50 до 
3000 ед. ISO. Автор использовал для фотомикрографии черно-белые пленки типа 665 и цветные типа 668 для 
дневного света, обе с чувствительностью 80 ед. ISO. Первая дает отличные негативы и отпечатки. 

Моментальные отпечатки, получаемые с помощью Поляроида, не позволяют проводить корректировку 
ошибок экспозиции и цветового баланса, поэтому эти факторы необходимо скорректировать до съемки. 
Цветные фотоматериалы особенно чувствительны к ошибкам, и при работе с ними следует принимать во 
внимание инструкции изготовителя. Для того чтобы при использовании неавтоматической системы получить 
правильную экспозицию наиболее экономичным способом, следует провести ступенчатую экспозицию, как это 
традиционно делается в фотографии с использованием больших форматов. Адаптер для установки пленки 
имеет непрозрачное стекло, препятствующее попаданию света на пленку, когда упаковка с пленкой вынимается 
из камеры. Его можно с успехом использовать для частичного закрывания пленки в процессе ступенчатой 
экспозиции. Аналогичным образом можно пользоваться упаковками с пленкой формата 4X5 дюймов. 

Для демонстрации того, как это делается, рассмотрим камеру, которая имеет автоматические выдержки 1/15, 
1/30, 1/60, 1/125 и 1/250 с. 

1. Откройте полностью окно и проэкспонируйте пленку 1/250 с. 
2. Вставьте заглушку примерно на четверть и еще раз проэкспонируйте 1/250 с. На этой стадии одна часть 

пленки окажется проэкспонированной 1/250 с, а остальная часть пленки — 2Х 1/250- 1/125 с. 
3. Вставьте заглушку до половины и проэкспонируйте 1/125 с. Теперь вторая ступень на пленке 

экспонирована 1/125 с, а остальная пленка — 2x1/125=1/60 с. 
4. Вставьте заглушку так, чтобы открытой осталась одна четверть окна, и проэкспонируйте 1/60 с. 

Последний этап дал экспозицию в 1/30 с. 
5. Проявите пленку и посмотрите на результаты ступенчатой экспозиции. 
Отпечаток будет иметь вид четырех ступенек различной плотности. Если все они получились слишком 

темными, то повторите серию с увеличением времени экспозиции; если все они получились слишком светлыми 
— уменьшите время экспозиции. 

8.4.2. Камера Поляроид SX70 
Это зеркальная фотокамера с одним объективом, дающая при использовании предназначенной для нее 

пленки цветные отпечатки размером 3X4 дюйма. Обработанные отпечатки автоматически выбрасываются из 
фотокамеры немедленно после экспозиции. Вместе с этой камерой выпускается переходник для установки ее на 
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микроскопе, в котором есть автоматическое устройство для контроля экспозиции. Камера SX70 проста в 
обращении и позволяет получать сравнительно недорого фотомикрографии в лабораториях, не оборудованных 
для обработки пленок, а также если требуется быстро получить результаты. 

8.4.3. Поляроидные слайды 
Фирма Polaroid выпускает два вида 35-миллиметровых пленок, которые представляют интерес для 

фотомикрографии: черно-белую Polapan с чувствительностью 125 ед. ISO и цветную Polachrom с 
чувствительностью 40 ед ISO. Они выпускаются в стандартных комплектах по 12 или 36 кадров, каждый из 
которых снабжен упаковкой проявителя, используемого при специальном проявлении Поляроида. После снятия 
всей пленки с камеры процедура проявления занимает менее 2 мин. 

Пленка Polachrom необычна тем, что для нее используется цветное проявление, основанное на образовании 
дополнительных цветов, при котором изображение формируется из отдельных тонких красных, зеленых и 
синих полосок, подобно тому как это происходит в цветном телевизоре. Данный процесс неизбежно приводит к 
большим потерям света при просмотре, поэтому слайды Polachrom трудно оценить на глаз, однако через 
проектор они смотрятся хорошо. В последнее время создана высококонтрастная пленка Polachrome, которая 
может оказаться пригодной именно для быстрой фотомикрографии. 

Помимо пленок быстрого проявления фирма Polaroid недавно выпустила цветную слайдовую пленку для 
обычной обработки, известную как Professional Chrome. Она выпускается в виде отдельных листков, каждый из 
которых имеет свою защитную упаковку, и предназначена для стандартных камер Polaroid, рассчитанных на 
размер кадра 5X4 дюйма (13X10,5 см), которые имеются во многих лабораториях. Поскольку вся пленка 
упакована, то не нужно защищать от света каждый кадр, как при работе с обычной плоской пленкой. Более 
того, поскольку данная пленка взаимозаменяема со стандартной пленкой Поляроид формата 5x4 дюйма, то 
пробную съемку можно сделать на пленке моментального проявления без какой-либо замены оборудования. 
Слайды размером 5X4 дюйма достаточно велики, чтобы рассматривать их на столике с подсветкой без 
увеличения, так что они, по-видимому, найдут применение для изготовления фотомикрографий, используемых 
при обучении. Такие слайды большого формата являются также отличным промежуточным звеном в 
изготовлении высококачественных цветных отпечатков. 

8.5. Хранение неэкспонированной пленки 
Фотопленка может повреждаться влагой, теплом и светом, так что ее следует как можно дольше хранить в 

заводской упаковке. Если пленка будет храниться несколько месяцев, то ее нужно держать в заводской 
упаковке в холодильнике или морозильнике при температуре 13 °С или ниже. После того как пленку вынули из 
холодильника, ей надо дать прогреться до комнатной температуры около 1 ч, перед тем как вскрывать 
упаковку, иначе пленка может повредиться в результате конденсации на ней влаги. 

Хранение при низких температурах полезно для всех пленок, но особенно оно важно для пленок с 
маркировкой «профессиональные» («Professional»), если вы хотите получить правильный баланс цветов. 
Цветовой баланс изменяется по мере старения пленок, а профессиональные пленки продаются в тот момент 
времени, когда они имеют оптимальный цветовой баланс. 

 

9. Фотомакрография 
Под термином «фотомакрография» обычно понимают такую фотосъемку, при которой размер изображения 

на пленке оказывается не меньше истинной величины предмета (масштаб 1:1), но, с другой стороны, не больше 
минимального увеличения, обычно получаемого в микроскопе (25: 1). Этот метод часто считается трудным, и в 
большинстве лабораторий нет необходимого оборудования. Для него выпускается небольшой набор 
необходимых приборов, и в них чаще всего нет сложной автоматики, которая применяется в современных 
мощных микроскопах. 

9.1. Системы получения изображения в фотомакрографии 
Помимо использования стандартных фотокамер, снабженных приспособлениями для приближения к 

объекту, которые не будут здесь рассматриваться, существует три известных метода получения изображений с 
малым увеличением: стереомикроскоп, специально сконструированный «макроскоп» и специально 
разработанные фотомакрографические объективы, рассчитанные на работу с камерами, имеющими большие 
раздвижные мехи. Первый из этих способов наиболее доступен, второй является самым дорогим, а третий 
сочетает в себе наивысшее качество с наименьшими удобствами при использовании. В редких случаях, когда 
применяется проходящий свет, может быть достаточно простого фотоувеличения. 

9.1.1. Стереомикроскопы для фотомикрографии 
Хотя стереомикроскоп является на самом деле полноценным микроскопом и получаемые на нем 

фотографии было бы правильно называть фотомикрографиями, здесь он будет рассмотрен как прибор, 
позволяющий получить «макро»-увеличения. Стереомикроскоп имеет перед другими системами то 
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преимущество, что он позволяет исследователю проводить непосредственные визуальные наблюдения и в 
процессе работы фотографировать по мере необходимости. В прошлом результаты съемки на 
стереомикроскопах не удовлетворяли микроскопистов, так как качество изображения, достаточное для глаза, 
оказывалось недостаточным для фотографии. Современные приборы значительно усовершенствованы, они 
позволяют получать отличные изображения, и большинство фирм выпускают к стереомикроскопам адаптеры 
для совмещения их со стандартным фотомикрографическим оборудованием, которое позволяет легко 
использовать 35-миллиметровые зеркальные камеры с одним объективом или фотокамеры больших форматов. 

Традиционно стереомикроскоп состоит из двух оптических систем, смонтированных под небольшим углом 
друг к другу и направленных на одну и ту же точку препарата. Благодаря этому углу и, следовательно, 
различным условиям наблюдения для двух глаз получаются несколько различающиеся изображения, которые 
позволяют нашему мозгу восстанавливать глубину изображения. Некоторые адаптеры для стереомикроскопов 
выпускаются съемными, так что с их помощью можно последовательно получать изображения для левого и 
правого глаза; близнецовые адаптеры позволяют одновременно получать стереопары. Рассматриваемые через 
специальные приспособления, такие пары изображений позволяют наиболее отчетливо видеть трехмерную 
структуру объекта. Эта техника завоевала большую популярность. В результате того, что объект 
рассматривается в стереомикроскоп через две оптические системы, расположенные под углом друг к другу, 
возникает некоторая дисторсия, и края изображения могут оказаться слегка не в фокусе. В системах, где оба 
оптических пути проходят через общий объектив, в каждом из них используется лишь часть апертуры линзы, 
причем боковая, что с точки зрения оптики несколько хуже, чем использование центра линзы. Некоторые 
специально разработанные стереомикроскопы имеют третью объективную линзу для оптимизации условий 
фотографирования; некоторые адаптеры фотокамер имеют в каждом оптическом пути диафрагму для 
увеличения глубины поля зрения. Все эти факторы следует учитывать при выборе стереомикроскопа для 
использования в фотографии. 

9.1.2. Макроскопы 
Эти приборы обычно состоят из системы штативов, осветительного оборудования и фотокамер, специально 

разработанных для фотомакрографии. В них есть система плавного изменения увеличения и диафрагма для 
контроля глубины поля зрения. Так, Makroskop фирмы Wild выглядит со своей бинокулярной насадкой 
совершенно как стереомикроскоп, однако он имеет внизу одиночную систему для получения изображения, как 
и Tessovar фирмы Zeiss. 

Макроскопы имеют большое рабочее расстояние, позволяющее устанавливать освещение и манипулировать 
с препаратом, но отчасти поэтому их апертура и соответственно разрешающая способность ограниченны. Это 
не является серьезным недостатком в большинстве случаев, где важнее оказываются их преимущества, однако 
может сказаться при попытке получения высококачественных снимков, особенно в проходящем свете. 

9.1.3. Фотомакрографические объективы 
Эти объективы разработаны специально для использования без окуляров. Они проецируют увеличенное 

изображение на пленку при большом расстоянии от объектива до камеры. Примерами являются Photar фирмы 
Leitz, Macro Nikkor фирмы Nikon, Macro Zuiko фирмы Olympus и объективы серии Luminar фирмы Zeiss. Все 
они дают изображение наивысшего качества. Некоторые из них поставляются как части фотосистем, 
предназначенных для работы с 35-миллиметровой пленкой, и, таким образом, взаимозаменяемы с объективами 
фотокамер; другие имеют стандартную резьбу для установки в микроскопе, но не приспособлены для 
использования в качестве обычных объективов микроскопов. 

Когда необходимо получить слайд или негатив с 35-миллиметровой пленки, то лучше всего пользоваться 
макрообъективом, установленным на выпускаемые той же фирмой мехи или тубус. Для этого необходимы еще 
штатив и подсветка. В случае использования пленки больших форматов или фотоматериалов Polaroid 
объективы можно устанавливать на специальную панель в фотокамере с мехами, как, например, в Aristophot 
фирмы Leitz или Multiphot фирмы Nikon, как описано в разд. 6.5. 

Большинство фотомакрографических объективов снабжены диафрагмой, часто прокалиброванной в 
относительных единицах таким образом, что закрывание на одно деление соответствует двукратному 
уменьшению потока проходящего света. Так же как и при обычной фотографии с использованием объективов 
микроскопа, меньшие апертуры дают большую глубину резкости, но меньшее разрешение. В обычных 
условиях апертуру не следует уменьшать более чем на одно-два деления по сравнению с ее максимальным 
значением; при использовании меньших апертур будет потеряно основное преимущество данных объективов 
— их высокая разрешающая способность. 

9.1.4. Фотографические увеличители и фотомакрография 
Фотоувеличители в некоторых случаях можно использовать для получения макрографий препаратов в 

проходящем свете, однако этот способ накладывает некоторые ограничения на размер объекта и получаемое 
увеличение. Препарат следует вставить в держатель для негативов и по возможности затенить те его части, 
которые не представляют интереса, что позволит уменьшить общее количество рассеянного света в темной 
комнате. Изображение можно проецировать на плоскую пленку, которую кладут на столе увеличителя так же, 
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как кладут фотобумагу при изготовлении отпечатков, или вкладывают в фотокамеру, из которой вынут 
объектив. В последнем случае можно воспользоваться экспонометром и затвором фотокамеры. Таким способом 
можно получить как негативы, так и слайды. Если лаборатория оборудована для печати с цветных слайдов, 
например системой проявления Cibachrom, то можно получать первоклассные результаты при прямом 
проецировании препаратов, таких, как биологические срезы, с помощью фотоувеличителя непосредственно на 
фотобумагу, используя при этом препараты как слайды. 

9.2. Освещение для фотомакрографии 
В фотомакрографии к освещению объектов предъявляются большие требования, и здесь можно дать лишь 

несколько кратких советов. Для твердых препаратов, фотографируемых в отраженном свете, могут быть 
использованы точечные источники, в которых свет передается от небольшого интенсивного источника через 
световоды, или лампа-вспышка. Следует внимательно следить за возможными эффектами от теней, 
возникающих в зависимости от положения источника и влияющих на вид объекта. Как правило, следует 
использовать несколько источников света, применяя один в качестве основного, а второй, менее мощный, — 
для устранения теней. Многие объекты лучше всего фотографировать при почти полном отсутствии теней, 
применяя для этого бестеневую палатку. Простейшую бестеневую палатку можно сделать вручную следующим 
образом. Возьмите тонкую белую бумагу или другой подходящий материал и сделайте из него обертку вокруг 
объекта, в несколько раз большую, чем его диаметр. Даже одиночный источник света, направленный через 
бумагу, даст при этом рассеянный и отраженный бестеневой свет. Световая палатка особенно удобна в 
применении к объектам с блестящими поверхностями, а также при работе с лампой-вспышкой, где избавиться 
от теней бывает 'непросто. Удобные световые палатки для мелких объектов можно сделать из половинок белых 
куриных яиц, шариков для пинг-понга, бумажных чашек и т. д. 

Получение равномерного освещения в проходящем свете представляет в фотомакрографии особые 
трудности, и в идеале требуется специальное оборудование, такое как диаскопические осветители, 
изготавливаемые фирмами Leitz или Nikon для их фотокамер с раздвижными мехами. Они дают равномерно 
освещенное поле зрения, близкое по качеству к тому, которое получается в микроскопе при установке света по 
Кёлеру, но каждый раз при смене увеличения необходимо тщательно настраивать свет. Осветители 
проходящего света, смонтированные на штативах стереомикроскопов и макроскопов, дают удовлетворительное 
освещение в определенном диапазоне увеличений, и, как правило, ими можно пользоваться для 
фотомакрографии. В крайнем случае можно получить приемлемые результаты, если поместить препарат на 
чистое стекло, расположенное на некотором расстоянии от куска белой карточки, равномерно освещенного 
лампой накаливания или лампой-вспышкой. 

9.3. Определение экспозиции при фотомакрографии 
Определение экспозиции при фотомакрографии часто вызывает затруднения, поскольку существует 

большое разнообразие препаратов, условий освещения и систем для получения изображений. На практике 
наиболее удобны 35-миллиметровые фотокамеры с экспонометром, работающим через объектив. При 
использовании камер большого формата или поляроидных пленок экспозицию следует определять с помощью 
ступенчатой пробы (разд. 8.4.1) или применяя экспонометр, который устанавливается в плоскости пленки. Для 
получения изображений большого формата, в особенности при больших увеличениях, как правило, необходима 
продолжительная экспозиция, при этом следует помнить о возможности возникновения вибраций во время 
съемки и реципрокной ошибки. 

Если при съемке на 35-миллиметровую пленку приходится использовать лампу-вспышку, то следует 
применять камеры типа Olympus OM2, ОМ4 и некоторые другие с установкой экспозиции вспышки «от 
пленки». В этих системах вспышка гасится тогда, когда на пленку попадает достаточно света, что позволяет 
получать правильно проэкспонированную пленку даже в сложных условиях фотомакрографии. 

 

10. Завершение процесса фотомикрографии 

10.1. Содержание записей 
Хранение материалов начинается с того, что вы записываете на листке бумаги все детали, касающиеся 

отснятых на данной пленке кадров. В идеале таким листком должна снабжаться каждая пленка, и в нем должны 
быть ее серийный (заводской) номер, вероятно включающий в себя дату или год выпуска, имя оператора, тип 
пленки и способ ее проявления, а также следующая информация о каждом кадре (как минимум): экспозиция, 
препарат, использованные объектив и окуляр, фактор камеры или промежуточное увеличение, метод получения 
контраста в микроскопе, детали, касающиеся использования светофильтров, величина напряжения на лампе 
осветителя, установка чувствительности пленки и коррекция выдержки, как проводилось измерение экспозиции 
(в пятне или по полю), а также некоторые особые примечания, которые могут пригодиться в дальнейшем. 
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10.2. Хранение негативов 
Негативы следует хранить в специальной упаковке защищенными от пыли, влаги, тепла, возможного 

повреждения абразивами и нечаянного прикосновения пальцев; цветные негативы следует хранить в темноте, 
чтобы предохранить от выцветания. Пожалуй, наиболее удобной системой для хранения является папка из 
вкладных листков, каждый размером 26X31 см. В каждый листок укладываются семь полосок 35-
миллиметровой пленки по 6 кадров каждая. Эти листки могут быть из светлого или полностью прозрачного 
материала, последний более предпочтителен, так как позволяет просматривать кадры, не вынимая пленок. 
Листки с записями, сделанными во время съемки, можно укладывать вместе с негативами и листом контактных 
отпечатков. Можно приобрести также папки для хранения свернутых негативных пленок, упаковки для 
одиночных 6-кадровых полосок 35-миллиметровой пленки и для плоских пленок различного формата. 

10.3. Хранение слайдов 
Слайды следует хранить в тех же условиях, что и негативы, и кроме того, в темноте (разд. 10.2). Они могут 

быть уже вставлены в рамки лабораторией-проявителем. Несмонтированные полоски пленки следует хранить 
так же, как негативы, до тех пор пока они не смонтированы для просмотров. Слайды в рамках, как правило, 
размером 50x50 мм, могут храниться в коробках, в которых их получают после проявления, а также в 
специальных коробках с ячейками, в специальных прозрачных подвесках, в папках или в магазинах, которые 
могут быть прямо вставлены в диапроектор. Если позволяют средства, можно приобрести систему «Slidex» с 
полужесткими прозрачными листками, которые можно непосредственно использовать в специальном 
проекторе. Она представляет собой удобную систему для хранения и показа слайдов. 

Нельзя предложить какой-либо идеальной системы, по которой должен быть устроен архив слайдов. Все 
зависит от того, как они используются. Слайды можно хранить в хронологической последовательности, с 
каждой пленки вместе, пронумеровав и пометив их так, чтобы было понятно, какие записи к ним относятся. 
Можно, наоборот, сгруппировать слайды по темам или применительно к конкретным лекциям. Проблемы 
возникают, когда слайд необходимо использовать более чем в одной лекции. Здесь вас могут выручить 
дубликаты, получаемые либо с помощью копирования, либо путем многократной съемки одного и того же 
кадра на микроскопе. В дополнение к другой информации каждый слайд должен иметь свой уникальный номер, 
который позволит вам поместить его на то же место в архив после использования. Эти советы легко давать, но 
гораздо труднее выполнять, однако следование им избавит вас от многих неприятностей и сэкономит время, 
уходящее на поиски пропущенного слайда. 

10.4. Монтаж слайдов 
Для демонстрации через проектор 35-миллиметровые слайды обычно монтируются в рамки размером 50x50 

мм. В настоящее время выпускается много типов рамок с защитными стеклами и без них. Рамки без стекол 
дешевы, ими легко пользоваться, и они не дают интерференции с изображениями от четырех поверхностей 
двух покровных стекол, каждое из которых загрязнено. Вместе с тем они не защищают слайд от загрязнений и 
царапин, но вполне пригодны для слайдов, которые хранятся в магазинах и редко берутся в руки. Покровные 
стекла, помимо защиты от повреждений, сохраняют пленку плоской в проекторе. Поскольку навести фокус на 
всю поверхность искривленного слайда бывает очень трудно, фирма Leitz (Leica) разработала для своих 
проекторов специальную линзу с искривленным полем специально для показа невыправленных слайдов. 

Слайды, смонтированные с использованием покровных стекол, также создают свои проблемы. Опыт 
показывает, что стекла часто поставляются грязными, так что их необходимо тщательно мыть. Кроме того, с 
годами на их внутренней поверхности и на пленке накапливается пыль. Чаще, однако, пленка прилипает к 
стеклу, как правило со стороны эмульсии, в особенности после показа через проекторы с охлаждением. Это 
приводит к появлению радужных интерференционных колец Ньютона из-за тесного контакта эмульсии и стекла 
и может создать неудобства. Чтобы избежать этого, применяются специальные стекла со слегка неровной 
поверхностью. 

После установки в рамки слайды необходимо пометить так, чтобы их можно было правильно устанавливать 
в проектор. Помните, что для этого есть семь неправильных положений и только одно правильное! Обычно 
слайды маркируют, делая на них цветную точку чернилами или из клейкой бумаги так, чтобы слайд был 
правильно виден, если метка, расположенная в левом нижнем углу слайда, находится на обращенной к вам 
стороне. Когда слайд вставляется в проектор, метка окажется в правом верхнем углу, под большим пальцем 
правой руки. 

10.5. Хранение отпечатков 
Все отпечатки должны быть снабжены серийным номером пленки и эмульсии, а также кратким описанием. 

Данную информацию следует писать на обороте фотокарточки или на ее упаковке мягким карандашом или 
шариковой ручкой. Следует избегать применения фломастеров или водорастворимых чернил, так как на 
большинстве современных сортов фотобумаги они медленно высыхают, что может привести к появлению 
пятен на лицевой стороне лежащего снизу отпечатка. Чтобы избежать какого-либо связанного с этим риска, в 
тех случаях, когда вы посылаете фотографии почтой, складывайте их попарно лицевой стороной друг к другу. 
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На каждом отпечатке должно быть проставлено его увеличение (разд. 10.6). 

Рабочие отпечатки часто хранятся несмонтированными в конвертах или папках, однако те, которые 
предназначены для вывешивания на доску, обсуждения, преподавания или для публикации, после тщательного 
приведения в порядок должны быть смонтированы на картоне. Монтаж защитит отпечатки от повреждений и 
придаст им более привлекательный вид. Можно использовать обычную ткань с напыленным клеем, производя 
сухой монтаж под горячим прессом, или приклеивающиеся под давлением листы. 

10.6. Определение и указание увеличения 
Большинство исследователей считают, что если увеличение на микрографии приведено в виде числа, то это 

не слишком удобно. Когда нужно вычислить размеры представленного объекта, приходится измерять их на 
микрографии, а затем делить на увеличение, внимательно следя за тем, чтобы не ошибиться на несколько 
порядков. В случае проецируемых слайдов такие утверждения, как «увеличение здесь около 100», которые 
часто можно услышать, вообще лишены смысла, так как проектор увеличивает изображение в свою очередь раз 
в 50. 

Гораздо лучше нанести на отпечаток масштабную линейку, так как с ее помощью можно сразу узнать, какой 
размер в изображении имеет, скажем, отрезок препарата в 100 мкм. К тому же длина нарисованной на 
фотографии линейки будет автоматически изменяться при увеличении или уменьшении изображения, например 
при подготовке его к публикации. Для слайдов полезно также указывать размер поля зрения. 

Информация для нанесения масштабной линейки или величины поля зрения может быть легко получена с 
помощью одного дополнительного кадра — вам следует сфотографировать при * том же увеличении объект-
микрометр, а затем отпечатать его изображение с тем же увеличением, что и остальные микрографии. 
Отпечаток микрометра может служить «рулеткой» при измерении деталей изображения и основой для 
аккуратного нанесения масштабной линейки. 

В случаях, когда необходимо указать увеличение на микрографии, его теперь чаще приводят в форме 
отношения типа «100:1», подобно тому как это делается на географических картах. Данная форма записи 
рекомендуется для всех реальных изображений с увеличением или уменьшением. Таким образом, увеличение 
объектива будет обозначаться аналогично, поскольку он создает действительное первичное изображение. 
Данный стиль предпочтительнее, чем обозначение типа «ХЮО», которое .на самом деле используется для 
обозначения углового увеличения при мнимом изображении. По этой же причине последний тип маркировки, 
например ХЮ, применяется для окуляров и увеличителей. 

 

11. Практическое руководство 

11.1. Получение микрографий с использованием 35-миллиметровой фотокамеры 
1. Выберите пленку необходимой чувствительности: черно-белую, цветную слайдовую для дневного света 

или для лампы накаливания, цветную негативную и т. д. 
2. Проверьте и очистите фотокамеру от пыли, обрывков пленки и т. д. и зарядите пленку. 
3. Установите счетчик кадров, проверив, где это возможно, что кнопка обратной перемотки вращается, 

показывая тем самым протяжку пленки. 
4. Установите на контрольной панели измерителя экспозиции чувствительность пленки (предварительно 

выбранную в результате пробной съемки). 
5. Приготовьте бумагу для записей о каждом кадре. 
6. Тщательно протрите стекло с препаратом. 
7. Включите микроскоп, выберите объектив, поставьте препарат так, чтобы он заполнял рамку кадра, и 

установите освещение по Кёлеру. 
8. Там, где это необходимо, убедитесь, что светоделительная призма введена, а все шторки открыты и свет 

может попасть в фотокамеру. 
9. Расфокусируйте изображение препарата и установите окуляры или систему фокусировки камеры так, 

чтобы скрещенные линии (или другие метки) были хорошо видны в фокусе. Вновь наведите препарат на фокус. 
10. При использовании цветной пленки установите ток накала лампы на предварительно выбранное 

значение и вставьте, если необходимо, светофильтр для коррекции цвета (разд. 8.3.3 и 8.3.4). 
11. Рассмотрите распределение темных и светлых участков в кадре. Если оно отличается от «среднего», 

проводите измерение экспозиции в пятне или скорректируйте показания экспонометра. Экспозиция должна 
быть увеличена по сравнению с показаниями экспонометра, если вы имеете яркий фон, и уменьшена при 
темном фоне или при флуоресцентной микроскопии. 

12. Прочтите показания экспонометра и убедитесь, что выдержка попадает в диапазон рабочих выдержек 
камеры (указанный в ее описании). 

13. Если показанное экспонометром время экспозиции слишком мало, введите нейтральные светофильтры. 
14. Тщательно сфокусируйте изображение. Проверьте установку фокуса конденсора, полевой и апертурной 

диафрагм. 
15. Перемещая столик, слегка подвигайте препарат, наблюдая за ним в окуляры. Заметьте, не сохраняются 
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ли при этом неподвижными какие-либо детали. Их необходимо удалить, а если это невозможно, то постараться 
вывести из фокуса, слегка перемещая конденсор. 

16. Вновь установите точный фокус; убедитесь, что столик и фокусировочный винт не дрейфуют. 
17. Нажмите кнопку затвора и не прикасайтесь к микроскопу и столу во время экспозиции. 
18. Перемотайте пленку, если это не производится автоматически. 
19. Запишите использованную при съемке оптику и все детали, касающиеся препарата. 
20. Для особо ценных микрографий повторите съемку после повторной фокусировки со слегка уменьшенной 

и слегка увеличенной экспозицией. 
21. Когда пленка кончится, перемотайте ее в кассету. 
22. Проявите пленку как можно скорее. 

11.2. Начальная калибровка экспонометра 
В этом разделе инструкции даются на примере пленок и 
проявителей фирмы Kodak; аналогичная продукция других 
фирм также подходит для данных целей. 
1. Установите в камеру пленку Kodak Technical Pan Film 2415. 
2. Выберите хорошо окрашенный срез; настройте микроскоп оптимально для наблюдения в светлом поле, 

используя объектив 10, 25 или 40. Выберите участок, который занимает все поле зрения. 
3. Удалите все цветные и нейтральные светофильтры из хода лучей. 
4. Установите накал лампы так, чтобы вам было удобно смотреть, и отметьте показания на источнике 

питания (ток или напряжение). По возможности поддерживайте яркость на постоянном уровне во время всех 
работ по калибровке. 

5. Установите чувствительность пленки на приборе 12 ед. ISO 
или просто на самую низкую чувствительность, если на нем нет маркировки в ед. ISO. 
6. Если ваш прибор показывает время экспозиции, то убедитесь, что оно не слишком велико или не слишком 

мало для него. Если это необходимо, измените накал лампы. 
7. Сделайте серию снимков, устанавливая чувствительность последовательно на 12, 25, 50, 100, 200 и 400 ед. 

ISO, каждый раз тщательно записывая результаты. Если на приборе нет маркировки в единицах ISO, то 
воспользуйтесь большими делениями шкалы так, чтобы перекрыть ее всю шестью последовательными 
экспозициями. 

8. Сфотографируйте один пустой кадр (без препарата). 
9. Повторите этапы 5—8 для каждого цветного светофильтра, который может быть использован вами для 

усиления контраста. 
10. Выньте пленку и проявите ее проявителем НС-110 в разведении D в течение 6 мин при 20 °С. 

Приготавливайте разведенный раствор, следуя инструкции на упаковке проявителя, 
11. После того как пленка высохнет, просмотрите негативы и оцените их с точки зрения возможности 

печати. Если они вас устраивают, то напечатайте их (или отдайте напечатать) и затем проанализируйте. 
Выберите оптимальные условия для работы с различными светофильтрами и без них. 

12. Перенесите номера кадров на пленке в свои записи (ваш первый отснятый кадр может не быть первым на 
пленке) и запишите пояснения к каждому кадру. 

Изложенную процедуру можно затем повторить с пленкой Technical Pan, проявленной с целью получения 
более низкого контраста жидким проявителем Technidol в течение 9 мин при 20 °С, а для получения более 
высокого контраста — проявителем D19 в течение 4 мин при 20 °С. Если это необходимо, следует повторить 
процедуры с другими типами изображений и препаратов, которые используются в вашей лабораторной работе. 

11.3. Начальная калибровка системы без экспонометра 
Проделайте этапы 1—4 из разд. 11.1, тщательно записывая все, что касается настройки оборудования, так 

чтобы все условия работы могли быть потом точно воспроизведены. 
5. Установите затвор камеры на выдержку 1 с и снимите один кадр. 
6. Повторите съемку, последовательно уменьшая выдержку вдвое до 1/1000 с (или до минимума, которого 

позволяет достичь ваша камера) и каждый раз записывая экспозицию. 
7. Снимите один пустой кадр (без препарата). 
в. Повторите этапы 5—7 для каждого объектива и выбранных 
цветных фильтров. 9. Следуйте инструкции в разд. 11.2, начиная с этапа 10 до конца. 
Работа без экспонометра утомительна и ненадежна. Она, по-видимому, приемлема только в тех случаях, 

когда требуются повторные микрографии одного и того же препарата в очень близких условиях. 

11.4. Получение правильной цветопередачи на слайдах 
1. Выберите пленку и зарядите ее в камеру. Для начала выберите пленку для искусственного света с малой 

или средней чувствительностью, например Ektachrome 50 Professional для лампы накаливания (50 ед. ISO) или 
Ektachrome 160 (160 ед. ISO), обе сбалансированные для 3200 К, либо Fujichrome 64 Т (64 ед. ISO), 
сбалансированную для 3100 К. 
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2. Установите освещение по Кёлеру, используя типичный, хорошо окрашенный препарат, заключенный в 

среду, которая не пожелтела в результате хранения. 
3. Установите с помощью реостата полный накал лампы. 
4. Если ваш микроскоп снабжен галогеновой лампой, то сделайте серию экспозиций, согласно этапу 7 из 

разд. 11.2, без конверсионных светофильтров. Если у вас имеются поглощающие ультрафиолет светофильтры 
Wratten 2А, 2В или 2Е, то сделайте еще одну серию снимков с ними. Для работы в цвете, где проявление 
стандартизовано, достаточно будет пяти экспозиций — одной в соответствии с чувствительностью пленки и по 
одной с выдержками вдвое и вчетверо более короткими и более длинными. Если вам необходима большая 
точность, то можно делать промежуточные выдержки. Для обычной лампы накаливания смотрите ниже пункт 
7. 

5. Результаты съемки могут быть оценены на этой стадии, на этапе 8 ниже, или проводится более 
тщательная проверка цветового баланса на этапе 6. 

6. Повторите этап 4, используя последовательно бледно-синие (82, 82А, 82В) или бледно-желтые 
(81,81А,81В) светофильтры. Если у вас была правильно определена экспозиция, то по одному кадру с каждым 
светофильтром этого ряда будет достаточно. 

7. При использовании обычной лампы накаливания с вольфрамовой нитью следует на этапе 4 применить 
фильтр Wratten 82В в сочетании с одним из поглощающих УФ-свет фильтров, а на этапе 6 следует начать без 
фильтров, затем попробовать последовательно установить 82, 82А, 82С и комбинации 82С + 82 и 82А + 82С. 

8. После проявления тщательно проанализируйте результаты, используя для этого либо световой домик со 
скорректированным светом, где слайды можно сравнить друг с другом, либо диапроектор. 

9. По результатам этапа 4 выберите необходимую чувствительность пленки для последующей работы. Если 
у вас одинаково хорошо получились два кадра, то следует взять промежуточное значение чувствительности. 
Если при использовании УФ-поглощающего светофильтра картина на слайде заметно менее синяя, то данный 
светофильтр следует использовать постоянно. 

10. Результаты, полученные на этапах 6 или 7, позволят выбрать фильтры для правильного цветового 
баланса. 

11. Если даже наилучший кадр дает искажение цветов, то рассмотрите слайды через различные 
компенсационные цветные светофильтры, подбирая их до тех пор, пока вы не получите правильной 
цветопередачи. Сделайте новую серию снимков с использованием этих компенсирующих светофильтров и 
вновь оцените результаты. 
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Loveland, R. P. (1970) Photomicrography: A Comprehensive Treatise. Wiley, New York, 2 Volumes. 
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ИММУНОГИСТОХИМИЯ 
Мишель Г. Ормерод и Сусанна Ф. Имре 
 

1. Введение 
Иммуногистохимия основана на использовании антител для локализации определенных веществ в срезах 

тканей. Общий подход состоит в том, что срез ткани инкубируют с меченым .антителом, затем срез отмывают и 
участок, где произошла реакция с антителом, идентифицируют, визуализируя метку. 

В течение многих лет для идентификации определенных компонентов клеток используются разнообразные 
гистохимические методики. Они, однако, не позволяют достичь той избирательности, которая обеспечивается 
применением антител, а это именно то свойство, которое дает возможность исследователю точно картировать 
распределение отдельных веществ в тканях. Помимо использования в качестве инструмента для исследований, 
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методы иммуногистохимии в настоящее время все шире применяются для диагностики в гистопатологии, 
особенно для диагностики опухолей. Перечень областей применения этого метода неизмеримо расширился с 
развитием технологии получения моноклональных антител. Получен широкий спектр таких антител, причем 
многие из них обладают такой специфичностью, которую трудно, если не невозможно было бы достичь с 
помощью обычных антисывороток. 

В первых разделах (2—5) излагаются основы методов. В последующих разделах подробно описываются 
процедуры. В разд. 2 кратко рассматривается природа и структура антител, описывается метод их очистки, а 
также обсуждаются различия между поликлональной сывороткой и моноклональными антителами. Мишень 
для антитела называется антигеном; возможные воздействия на антиген в процессе обработки ткани 
обсуждаются в разд. 3. Существует множество различных меток; они описываются и сравниваются между 
собой в разд. 4, который содержит также описание методов конъюгации ферментов с антителами. В разд. 5 
описываются и сравниваются в общих чертах различные методы применения антител для исследования срезов 
тканей. 

Разд. 6 содержит детальное описание экспериментальных методик, в которых используются антитела, 
меченные ферментами. В разд. 7 обсуждаются постановка контролей и пути разрешения проблем, 
возникающих при интерпретации данных, в разд. 8 — способы, позволяющие визуализировать одновременно 
два антигена. 

Хотя настоящая глава посвящена в основном использованию антител, сходные методы могут применяться и 
с другими реактивами, обладающими такой же высокой специфичностью. Например, лектины могут 
использоваться для определения некоторых групп углеводов. Недавно началось бурное развитие методов, 
связанных с использованием ДНК в качестве метки для выявления специфических последовательностей в генах 
или в мРНК. Эти методы описаны в разд. 9. 

Большая часть главы посвящена описанию методов, применяемых для окраски срезов тканей. Те же самые 
методы могут использоваться и для исследования цитологических препаратов. Небольшой разд. 10 посвящен 
окраске мазков. 

В разд. 11 кратко обсуждаются количественные методы иммуноцитохимии, разд. 12 содержит перечень 
необходимого для окраски специального оборудования. 

По иммуногистохимии опубликовано несколько книг, которые можно использовать для более глубокого 
изучения методов. В большинстве из них подробно описаны способы приложения того или иного метода к 
исследованию различных проблем [1-5]. 

 

2. Антитела 
Антитела (их общее название иммуноглобулины, сокращенно Ig, от англ, immunoglobulins) составляют 

приблизительно 20% белков плазмы человеческой крови. Они продуцируются плазматическими клетками. 
Существуют миллионы различных вариантов антител. В процессе иммунного ответа инородное тело (антиген) 
стимулирует деление именно тех плазматических клеток, которые ответственны за продуцирование Ig, 
способного взаимодействовать с этим конкретным антигеном. Это позволяет животному продуцировать 
большое количество специфических антител. Организм любого животного в нормальной среде обитания 
находится в состоянии постоянного иммунного ответа, и в плазме его крови содержатся антитела против тысяч 
различных антигенов. 

2.1. Структура иммуноглобулинов 
Основу структуры Ig составляет димер, каждая половина которого состоит из двух полипептидных цепей. 

Одна из цепей, называемая тяжелой, содержит приблизительно 440 аминокислот, а другая, легкая — около 220 
аминокислот. Цепи связаны между собой дисульфидными связями (рис. 4.1). Тяжелая цепь имеет 
невариабельную (константную) область, которой определяется класс Ig, а также вариабельную область. При 
конъюгации последней с вариабельной областью легкой цепи образуется участок, который связывается с 
антигеном. Легкие цепи бывают двух классов — каппа и лямбда. 

 

 

Рис. 4.1. Упрощенная модель 
молекулы иммуноглобулина, 
на которой показаны участок 
связывания с антигеном и 
места расщепления папаином 
и пепсином. 
«~» означает дисульфидную 
связь. 

 
Основные классы Ig перечислены в табл. 4.1. Класс IgG (иммуноглобулины G) делится на подклассы: IgGl, 
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IgG2 и т. д. Во время иммунного ответа большинство иммуноглобулинов в плазме представляют собой IgG. 
Следовательно антисыворотка будет содержать иммуноглобулины преимущественно этого класса. 

Иногда иммуноглобулины подвергают ферментативному расщеплению, чтобы получить фрагменты, 
которые сохраняют способность реагировать с антигеном. Пепсин расщепляет константную область тяжелой 
цепи за областью связывания («петли»), в результате чего образуется димерный фрагмент, называемый F(ab')2 
(см. рис. 4.1). Под действием папаина образуются два мономерных фрагмента, Fab, плюс константные области 
тяжелых цепей, Fc. Fab-фрагменты иногда используют вместо целых Ig. 

2.2. Поликлональная антисыворотка 
Для получения антисыворотки группе животных вводят очищенный антиген вместе с неспецифическим 

стимулятором иммунного ответа — адъювантом. Описание метода можно найти в работе [6]. Если 
иммунизация проходит успешно, то антиген должен стимулировать множество различных лимфоцитов, каждый 
из которых, претерпев несколько делений, даст клон плазматических клеток, продуцирующих антитела. По 
этой причине иногда употребляется термин «поликлональная» сыворотка. 

 
Таблица 4.1. Основные классы иммуноглобулинов 

 
Название 

 
Доля от общего 
содержания Ig в 

крови, % 

Примечания 

IgG 80 Основные антитела в иммунной сыворотке  
IgA 15 Обнаружены в серозно-слизистых выделениях 
IgM 5 Пентамеры, вырабатываются в начале иммунного ответа 
IgD <1 Присутствуют на поверхности лимфоцитов  
IgE <1 Ответственны за аллергические реакции 

 
Участок антигена, с которым взаимодействует иммуноглобулин, называется эпитопом. Антиген может 

иметь несколько эпитопов, и антисыворотка будет содержать иммуноглобулины против каждого из них. Кроме 
того, разные Ig, направленные против одного и того же эпитопа, могут иметь различную степень сродства и 
могут также узнавать слегка различающиеся части эпитопа. Таким образом, антисыворотка будет содержать 
набор Ig, реагирующих с антигеном, но различных по специфичности и сродству. Следовательно, две 
антисыворотки никогда не могут быть идентичны друг другу. 

Кроме большой концентрации антител, направленных против соответствующего антигена, антисыворотка 
будет содержать и другие Ig, которые присутствовали в ней до иммунизации. Антисыворотка может также 
содержать антитела, взаимодействующие с примесями, которые находились в исходном препарате антигена. 
Такие Ig могут давать нежелательные реакции, и их требуется удалить. 

2.3. Моноклональные антитела 
Многих упомянутых выше проблем можно избежать, если использовать моноклональные антитела. 

Моноклональные антитела получают с помощью клонированной линии клеток, продуцирующих единственный 
Ig. Эти клетки получают путем слияния клеток селезенки иммунизированных животных и клеток линии 
миеломы, чувствительных к воздействию определенного яда. После слияния клетки инкубируют в присутствии 
этого яда. В таких условиях расти будут только клетки-гибриды, появившиеся в результате слияния 
нормальных клеток селезенки (которые не чувствительны к действию яда) и клеток миеломы (от которых 
гибрид получает бессмертие). Гибриды клонируют, выбирают клоны, вырабатывающие специфические 
антитела, и выбранные клоны клонируют вновь. Каждая из получающихся в результате клеточных линий (их 
называют гибридомами) производит неограниченное количество определенного Ig. Полное описание этих 
методик можно найти в работе [7], а также в другой книге настоящей серии: Антитела. Методы л (под ред. Д. 
Кэтти), книга 1. 

 
Таблица 4.2. Метод аффинной очистки антикроличьих иммуноглобулинов 

 
1 Растворить 2,5 г сульфата аммония в 10 мл сыворотки кролика, оставить на ночь при температуре 4 
°С 
2 Отцентрифугировать, супернатант отбросить 
3 Растворить осадок в воде и провести диализ против 0,02 М фосфатного буфера, рН 7,0 
4 Поместить раствор на колонку с DEAE-сефадексом А50 (анионообменник, Pharmacia), уравновесить 
0,02 М фосфатным буфером с рН 7,0 Элюиро-вать IgG тем же буфером 
5 Связать кроличьи IgG с сефарозой, активированной бромцианом (Pharmacia), согласно инструкции 
фирмы-изготовителя, ресуспендировать взвесь сефарозы в ФСБ 

 72 



 
6 Поместить IgG-сефарозу в маленькую (7 мм в диаметре и 150 мм длиной) колонку, пропустить IgG 
антикроличьей сыворотки через колонку 
7 Промыть колонку ФСБ до тех пор, пока элюат не перестанет поглощать свет с длиной волны 280 нм 
8 Элюировать специфические антикроличьи Ig с колонки с помощью 4 М гиоцианата калия, собрать 
фракции объемом по 1 мл и измерить их оптическую плотность при 280 нм 
9 Объединить фракции, содержащие белок, и провести диализ против ФСБ (нельзя оставлять пробу в 
тиацианате калия, так как это может привести к денатурации Ig) 

 

2.4. Очистка антител 
Перед тем, как связать антитела с меткой, иногда необходимо произвести их очистку. Это сравнительно 

легко сделать, если используются моноклональные антитела из супернатанта культуры гибридомы, — 
достаточно осадить их сульфатом аммония и затем провести хроматографию. Если используются 
моноклональные антитела из асцитной жидкости или поликло-нальная сыворотка, желательно отделить 
специфические антитела от других Ig. Лучший способ — иммобилизовать антиген на твердый носитель и 
воспользоваться аффинной хроматографией. Подходящий для этого метод описан в табл. 4.2. 

2.5. Специфичность реакций антител 
Важнейшим свойством Ig является сродство, или аффинность, к своему антигену. Необходимая для 

эксперимента концентрация зависит именно от этого сродства. «Сила» поликлональной сыворотки прямо 
связана с концентрацией антител, умноженной на константу сродства: чем выше сродство, тем больше 
эффективное разведение. По причинам, перечисленным ниже, антитела с высоким сродством обычно 
обнаруживают большую специфичность. 

Антитела используют в качестве реагентов из-за их высокой специфичности. Однако необходимо заметить, 
что они могут вызывать также неспецифические реакции. Это может происходить по трем причинам. 

1. Из-за загрязненности антител. Это бывает только при использовании поликлональной антисыворотки и 
может быть обнаружено с помощью соответствующих контролей (разд. 7). Кроме того, вероятность таких 
осложнений снижается, если можно использовать антисыворотку в высоком разведении. 

2. Из-за наличия перекрестных реакций. Такая ситуация возникает, если две молекулы имеют подобные, но 
все же различающиеся структуры. Некоторые антитела способны узнавать обе молекулы, и часто при 
нежелательной реакции сродство антител ниже, чем в основной реакции, так что проблема возникает только 
при использовании антител в слишком высокой концентрации. По этой причине также желательно 
использовать антитела с высоким сродством. 

3. Из-за того, что две молекулы имеют одинаковый эпитоп. Эту возможность нельзя проверить с помощью 
обычных контролей. Обычно ее можно определить только с помощью детального иммунохимического 
изучения. 

2.6. Хранение антител 
Антитела и антисыворотку, приобретенные коммерческим путем, следует хранить согласно инструкции 

изготовителя. Реактивы, полученные иным путем, должны храниться без предварительного разведения. 
Желательно расфасовать их на подходящие аликвоты и хранить аликвоты замороженными. Если вещество 
было хотя бы раз разморожено, его не следует замораживать снова, так как процессы замораживания-
оттаивания ведут к денатурации Ig. 

Если антитела используются редко, их можно хранить в виде порций, каждой из которых достаточно для 
одного эксперимента, и размораживать порции по мере необходимости. Если объем аликвоты измеряется 
микролитрами, то для предотвращения высыхания поверх аликвоты наносят перед замораживанием небольшое 
количество глицерина. 

Если вещества используются регулярно, их можно хранить в аликвотах большего объема. Мы обнаружили, 
что большинство антисывороток не портится при 4 °С в течение по крайней мере месяца, а иногда и несколько 
дольше. Чтобы предотвратить бактериальное заражение, такие реактивы мы всегда готовили на 0,01%-ном 
растворе азида натрия. Если обнаружилось, что реактивы все-таки заражены, их следует немедленно 
ликвидировать. 

 

3. Воздействие на антигены процедуры обработки ткани 
Прежде чем применять антитела, необходимо приготовить срезы исследуемой ткани. Перед тем как решить, 

каким образом подготовить ткань для изготовления срезов, необходимо учесть воздействие каждой из 
процедур, используемых в ходе этой подготовки, на антиген. 

Обычно, когда срезы предполагается окрашивать гематоксилином и эозином, ткань фиксируют, чаще всего 
формалином, и заливают в парафин. После изготовления срезов парафин удаляют, погружая препарат в ксилол 
или подобный ему растворитель; далее переносят через спирт в воду. При такой обработке получаются срезы 
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высокого качества, но она приводит к изменению структуры тканевых белков, так что многие антигены теряют 
способность реагировать с соответствующими антителами. В этом случае можно попытаться применить другие 
методы фиксации и обработки ткани, но часто приходится делать срезы с замороженной ткани. 

3.1. Выбор условий обработки ткани 
Начиная работу с новыми антителами, необходимо подобрать оптимальные условия фиксации и обработки 

ткани. И хотя эти условия устанавливают только эмпирическим путем, можно наметить некоторые направления 
поиска. 

Нужно отобрать несколько фиксаторов. В нашей лаборатории мы применяли формалин, метакарн, 90%-ный 
этанол, раствор Буэна, хлороформ—ацетон и кальций—формол с последующей обработкой смесью 
хлороформа с ацетоном. Пригодность каждого из фиксаторов проверяется на наборе срезов, полученных с 
замороженных тканей. С ткани, содержащей интересующий антиген, делают несколько замороженных срезов и 
погружают их по одному на 5 мин в каждый из выбранных фиксаторов. Далее срезы окрашивают антителами, 
используя выбранный для этого метод, и анализируют результаты. Если оказывается, что все выбранные 
фиксаторы разрушают антиген, эксперимент следует повторить, используя более мягкие фиксаторы (например, 
параформальдегид — лизин — периодат). Иногда окрашивание должно выполняться на срезах без 
предварительной фиксации материала. Следует учитывать, что на таких, срезах плохо видна общая морфология 
ткани. 

Прописи различных фиксаторов, включая те, о которых говорилось выше, а также некоторые указания по их 
использованию даны в табл. 4.3. 

Если антиген сохраняется при использовании одного или более фиксаторов, ткань фиксируют в том из них, 
который кажется наиболее подходящим, и заливают в парафин. Далее изготавливают и окрашивают срезы. 
Если антиген разрушается в процессе заливки, то необходимо использовать парафин с более низкой 
температурой плавления (45° вместо 58°С). На этой стадии можно при необходимости выбрать оптимальные 
условия с учетом особенностей антител. 

 
Таблица 4.3. Прописи для наиболее часто употребляемых фиксаторов 

 
А. Фиксаторы, используемые для тканей, заключаемых затем в парафин. 
1. 10%-ный солевой раствор формалина (100 мл 40%-ного формальдегида, 9 г NaCl в 900 мл воды). 
2. Метакарн (60% метанола, 30% хлороформа, 10% ледяной уксусной кислоты; ткань обычно 
фиксируют при комнатной температуре в течение ночи, а затем переносят в 70%-ный спирт). 
3. Модифицированный метакарн (содержит ингибизол вместо хлороформа). 
4. Раствор Карнуа (60 мл этанола, 30 мл хлороформа, 10 мл ледяной уксусной кислоты). 
5. Раствор Буэна (75 мл концентрированной пикриновой кислоты, 25 мл 40%-ного формальдегида, 5 мл 
уксусной кислоты). 
6. В5 (60 г хлорида ртути, 21 г CH3COONa. 3H2O в 900 мл воды; перед использованием добавить 100 
мл 40%-ного формальдегида; если используется этот фиксатор, то после изготовления срезов и перед 
выполнением иммунохимического окрашивания ртуть должна быть удалена, для чего следует: 

а) перенести срезы в воду; 
б) поместить их на 5 мин в раствор Люголя (2 г KI и 1 г иода в 100 мл воды); 
в) промыть в воде; 
г) погрузить на несколько секунд в 5%-ный (вес на объем) раствор тиосульфата натрия; 
д) промыть в воде. 

 
Б. Фиксаторы, обычно используемые при получении замороженных срезов. 
7. Кальций — формол (100 мл 40%-ного формальдегида, 100 мл 1 М 800 мл воды плюс несколько 
крошек мрамора (или СаСОз). Хранить при температуре 4°С; после данной фиксации проводится 
дополнительная фиксация методом хлороформ — ацетон). 
8. Хлороформ — ацетон (50 : 50 (объем на объем) хлороформа и ацетона; фиксировать в течение 5 мин 
при 4°С. Часто используется для фиксации замороженных срезов перед окраской моноклональными 
антителами, когда нужно выявить различные фенотипы лимфоцитов). 
9. Этанол — уксусная кислота (95% этанола, 5% ледяной уксусной кислоты; фиксировать 
замороженные срезы в течение 1 мин при 4 °С). 
10. Этанол (Фиксировать этанолом в различных концентрациях при 4 °С или при комнатной 
температуре; Время фиксации определить в предварительном опыте). 
11. Формальдедегид — лизин— периодат:  
а) Приготовить 3,6% (вес на объем) раствор парафор-мальдегида, растворив 2 г в буфере, содержащем 
0,14 М NaH2PO4, 0,11 М NaOH при 70 °С. 
б) Профильтровать, охладить и добавить 2,5 мл 1 М НCl; 
в) Приготовить раствор лизина, доведя рН 0,2 М раствора лизина в НС1 до 7,4 с помощью 0,1 М 
двузамещенного фосфата натрия. 
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г) Довести концентрацию раствора лизина до 0,1 М, добавляя 0,1 М фосфатный буфер (рН 7,4). 
д) Непосредственно перед использованием смешать одну часть раствора параформальдегида с тремя 
частями раствора лизина и добавить сухой периодат натрия до концентрации 10 мМ. 
Это мягкий фиксатор, который подходит для выявления лабильных антигенов, таких как антиген Н2 в 
тканях 

 
 
Антигены, найденные на поверхности лимфоидных клеток, такие как антигены гистосовместимости, а также 

специфические маркеры субклассов лимфоцитов часто бывают нестабильными. Для сохранения их целостности 
следует принять определенные меры предосторожности. В качестве примера в табл. 4.4 перечислены 
необходимые этапы изготовления срезов для окраски лабильных маркеров на поверхности лимфоцитов 
человека, которая используется в нашей лаборатории. 

Необходимо учитывать, что фиксатор может неодинаково действовать на разные эпитопы антигена. Если 
имеется несколько моноклональных антител к одному и тому же антигену, то для каждого из них оптимальные 
условия обработки среза должны подбираться отдельно. 

Срезы кальцинированной ткани, например метастазировавшей в кость опухоли, обычно перед окраской 
декальцинируют 5%-ной муравьиной кислотой или 0,5 М ЭДТА. Если антиген выдерживает фиксацию солевым 
раствором формалина, то он обычно выдерживает и процедуру декальцинации. 

 
Таблица 4.4. Приготовление срезов для окраски на маркеры лимфоцитов 

 
A. Замораживание ткани. 
1. Поместить маленький кусочек ткани (максимальный размер 3X3X15 мм) в фиксирующую смесь 
ОСТ (фирма BDH) на тонкий слой пробки. 
2. Заморозить в изопентане, предварительно охлажденном жидким азотом, 
3. Хранить ткань вместе с пробковой подложкой в пластиковых ампулах в жидком азоте. 
 
Б. Изготовление срезов. 
1. Нарезать срезы толщиной 8 мкм на микротоме, установленном в криостатной камере, и 
смонтировать срезы на стекла по обычной методике. 
2. Высушить срезы при 37 °С в течение 1 часа. В таком виде срезы можно хранить или использовать 
немедленно. 
3. Для хранения срезы обернуть пластиковой пленкой (применяется пленка того же типа, который 
используется для изготовления «облегающей» упаковки пищевых продуктов). Хранить при —20°С, а 
перед использованием перенести в условия комнатной температуры и удалить пленку. 
 
B. Фиксация. 
1. 5 мин в кальций-формоловом фиксаторе (табл. 4.3). 
2. Окунуть в охлажденный ацетон. 
3. 5 мин в хлороформ-ацетоне (50 : 50 объем на объем) при —20 °С. 
4. Окунуть в охлажденный ацетон. 
5. Дважды отмыть в ФСБ. 

 

3.2. Выявление скрытых антигенов 
Иногда обработка срезов фиксированной ткани протеолитическими ферментами «выявляет» считавшиеся 

разрушенными антигены. Пока не совсем ясен механизм, благодаря которому частичное расщепление белков на 
срезе приводит к индукции ингибировавшейся ранее реакции одного из белков с антителом. Возможно, что 
искомый эпитоп не повреждается в результате фиксации, а окружается матриксом из поперечно связанных 
белков, удаление которых делает его доступным для антител. 

Использование протеолитических ферментов вносит в метод дополнительную вариабельность результатов, 
которую трудно» контролировать. Поэтому мы не можем рекомендовать протеолитические ферменты для 
постоянного практического применения. Однако в диагностике патологии иногда случается так,что имеющаяся 
в распоряжении исследователя ткань уже была зафиксирована в формалине и залита в парафин, что не является 
оптимальным для некоторых антигенов. При таких обстоятельствах не остается ничего другого, как попытаться 
использовать этот подход. В табл. 4.5 дано описание предлагаемой методики. 

Результаты показаны на рис. 4.2, где изображен препарат клеток мозжечка человека, зафиксированный 
формалином и залитый в парафин, на котором с помощью непрямого метода окрашен глиальный 
фибриллярный кислый белок. Срез, показанный на рис. 4.2, Б, был предварительно обработан проназой (как 
описано в табл. 4.5), а на рис. 4.2, Л представлен срез, не подвергавшийся такой обработке. В качестве первых 
антител использовались антитела поликлональной сыворотки кролика (разведение 1 : 100), полученные Бредли 
(N. Bradley, Institute of Cancer Research). В качестве вторых антител использовались конъюгированные с 

 75 



 
пероксидазой антикроличьи антитела свиньи (Dakopatts), также использованные в разведении 1 : 100. Для 
цветной окраски использовали диаминобензидин (ДАВ), а для дополнительной окраски — гемалаун Майера 
(разд. 6.9.2). Срезы заключали под покровные стекла, используя DPX (разд. 6.9.3), Антитела избирательно 
связываются с астроцитами, а тонкие фибриллы, являющиеся клеточными отростками, окрашиваются 
гемалауном. На срезе, предварительно обработанном проназой, можно видеть более интенсивную окраску. 

 

 

Рис. 4.2. Мозжечок человека, 
окрашенный на глиальный 
фибриллярный кислый белок. 
Показан эффект 
предварительной обработки 
протеазой (см. текст). 
Шкала — 30 мкм. 

 
 

Таблица 4.5. Метод обработки срезов проназой 
 

Метод применяется для срезов ткани, фиксированной до окраски первыми антителами. 
1. Распарафинировать срезы и провести их по спиртам со снижающимися концентрациями до воды. 
2. Проинкубировать срезы в ФСБ при 37 °С в течение 5 мин. 
3. Проинкубировать срезы в ФСБ с проназой (50 мг/мл) при 37 °С в течение 20 мин. 
4. Отмывать в проточной воде в течение 5 мин. 
5. Дважды промыть в ФСБ. 
6. Окрашивать антисывороткой согласно требуемой методике. 
После такого воздействия срезы становятся очень хрупкими и требуют особой осторожности при 
обращении с ними. 

4. Выбор способа мечения 
Метки, используемые для визуального выявления антител делятся на три класса: флуоресцентные метки, 

ферментные метки и метки, в состав которых входит золото (такую метку можно усилить серебром). Возможно 
также использование радиоактивной метки, с последующей радиоавтографией. Метод радиоавтографии не 
является обычной иммуногистохимической процедурой, и поэтому он не будет здесь рассматриваться. 

4.1. Флуоресцентные метки 
Идеальная флуоресцентная метка характеризуется высоким квантовым выходом, а также тем, что длины 

волн возбуждения и испускания достаточно различаются. При этом максимум поглощения должен находиться 
вблизи мощной линии свечения дуговой ртутной лампы (которая обычно используется во флуоресцентной 
микроскопии), а длина волны испускаемого -света должна быть приемлема одновременно и для человеческого 
глаза, и для фотографической пленки. На практике в качестве флуоресцентных меток обычно используются два 
вещества — флуоресцеин и родамин. Оба они могут присоединяться к белковой молекуле посредством реакции 
связывания лизиновых остатков с изотиоцианатом (табл. 4.6). Все фирмы — изготовители флуоресцетных 
микроскопов выпускают светофильтры, рассчитанные на данные соединения. Недавно во флуоресцентной 
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микроскопии стал использоваться фикоэритрин — белок, выделенный из красных водорослей. В настоящее 
время лишь небольшое число стандартных лабораторных микроскопов оборудуется светофильтрами, 
рассчитанными на это вещество. (Более подробная информация о применяемых светофильтрах приведена в гл. 
6.) 

 
Таблица 4.6. Мечение иммуноглобулинов флуоресцеином 

 
1. Растворить 10 мг IgG в 2 мл 0,5 М карбонатно-бикарбонатного буфера, рН 9,5. 
2. Добавить 10 мг флуоресцеинизотиоцианата, адсорбированного на Celite (Sigma), и механически 
встряхивать в течение 4 часов при комнатной температуре. 
3. Удалить Celite при помощи центрифугирования. 
4. Пропустить супернатант через маленькую (7 мм в диаметре, 150 мм длиной) колонку с Sephadex G25 
(Pharmacia), уравновешенную 0,05 М фосфатным буфером (рН 7,8). Собрать фракции в пустую посуду. 
5. Трижды провести диализ против фосфатного буфера (2 литра, рН 7,8) в течение по крайней мере 48 
часов. 
6. Измерить оптическую плотность при 280 и 495 нм. 
7. Вычислить соотношение флуоресцеина и белка. 
8. Хранить при 4 °С. 

 
Преимуществом использования метода флуоресцентных меток является его быстрота. Результат можно 

получить сразу после того, как препарат был проинкубирован с мечеными антителами и заключен под 
покровное стекло. К недостаткам метода относится прежде всего необходимость использования специального 
оборудования, а также то, что исследователю приходится работать буквально в темноте. Кроме того, при 
помощи данного метода не выявляются архитектура ткани и морфология клеток. Хотя раньше в 
иммуногистохимии использовались антитела, меченные флуоресцеином, в настоящее время эта техника 
вытесняется методами с использованием ферментов, за исключением тех случаев, когда необходимо на одном и 
том же срезе выявить два различных антигена. 

4.2. Ферментные метки 
Когда в качестве метки используются ферменты, то визуализация обусловлена образованием в ходе реакции 

нерастворимых окрашенных продуктов. Идеальная ферментная метка должна иметь низкий молекулярный вес 
(для того, чтобы легко связываться с Ig) и высокую скорость оборота ферментативного цикла (для большего 
выхода продуктов реакции). Этот фермент должен отсутствовать в нормальной ткани и давать продукты 
реакции, нерастворимые в воде, этаноле и ксилоле (чтобы покровное стекло можно было смонтировать так, как 
требуется по методике). 

4.2.1. Пероксидаза хрена 
Пероксидаза хрена была первым ферментом, использованным в качестве метки, она остается популярной и в 

настоящее время. Пероксидаза хрена удовлетворяет всем перечисленным выше условиям за исключением того, 
что этот фермент обнаруживается в нормальной ткани, в частности в гранулоцитах, эритроцитах и клетках 
миелоидного ряда. Обычно необходимо блокировать активность эндогенного фермента ткани. Субстратом 
является перекись водорода, а продукт реакции вызывает окисление хромогена. В качестве последнего чаще 
всего используется ДАВ, который образует коричневый осадок (преципитат) в месте реакции. Преимуществом 
данного красителя во всех случаях является его устойчивость. Необходимо следить за тем, чтобы не спутать 
продукт реакции с эндогенным пигментом коричневого цвета. 

4.2.2. Щелочная фосфатаза 
Субстратом для этого фермента обычно является нафтол-фосфат в сочетании с солью диазония. Фосфатаза 

высвобождает нафтол, который, соединяясь с солью диазония, образует преципитат. При связывании его с 
быстрым красным образуется осадок красного цвета, растворимый в спирте и ксилоле, так что для заключения 
препарата под покровное стекло должна использоваться водорастворимая среда. Щелочная фосфатаза 
обнаруживается в ряде тканей, включая костный мозг, эндотелий, почку, плаценту и кишечник. Изофермент 
щелочной фосфатазы, обнаруживаемый в кишечнике, отличается повышенной устойчивостью. Он выдерживает 
многие воздействия, приводящие к разрушению этого фермента в других местах. Красный цвет хорошо 
улавливается глазом, и, как мы установили, эта метка особенно удобна, если требуется обнаружить единичные 
клетки, например микрометастазы в мазках костного мозга [8]. Недостатком метода является постепенное 
обесцвечивание продуктов реакции в течение нескольких месяцев. 

4.2.3. Глюкозооксидаза 
Глюкозооксидаза обнаружена в клетках бактерий и отсутствует в тканях млекопитающих. Субстрат реакции 

окисляется в присутствии соли тетразолия и акцептора водорода — феназин-метасульфата. В результате 
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окисления тетразолий дает окрашенные кристаллы, которые, в случае использования нитросинего 
производного, имеют синий цвет. Если нужно пометить на одном и том же срезе два антигена, то данная 
окраска дает хороший контраст с продуктом окрашивания щелочной фосфатазы. Если требуется докрасить 
клеточные ядра, то необходимо использовать метиловый зеленый. 

4.2.4. Галактозидаза 
Фермент (5-галактозидаза, выделяемый из Escherichia coli, легко конъюгирует с другими белками. 

Оптимальный рН для бактериального фермента (7,0—7,5) отличается от оптимального рН для (3-галактозидазы 
человека (5,0—5,6), так что при использовании правильно подобранного буфера нет необходимости специально 
блокировать эндогенный фермент. Более того, эндогенный фермент инактивируется при нагревании выше 55 
°С, поэтому заключенная в парафин ткань уже не содержит активного фермента. 

4.2.5. Ферменты, конъюгированные с антителами 
В настоящее время некоторые фирмы производят ряд высококачественных препаратов конъюгатов вторых 

антител. Если можно приобрести коммерческий препарат, то производить конъюгаты в лабораторных условиях 
не рекомендуется. 

Перед проведением конъюгации фермента с антителом желательно предварительно очистить антитела (разд. 
2.4) для того, чтобы избежать мечения посторонних белков, из-за которых, может возникнуть неспецифическое 
окрашивание. 

Существует три общепринятых метода конъюгации, в которых используются глутаровый альдегид, 
периодат или какой-либо бифункциональный реактив. В первом случае Ig и фермент могут быть непрочно 
соединены глутаровым альдегидом. Мы успешно используем этот метод для связывания антител с щелочной 
фосфатазой. Соответствующий протокол приведен в табл. 4.7. 

Пероксидаза хрена содержит много углеводных остатков; в результате обработки периодатом альдегидные 
группы могут образовываться на сахарах, содержащих близко расположенные гидроксильные группы. 
Альдегидные группы будут реагировать с остатками лизина в молекуле Ig, при этом после восстановления 
образуются стабильные связи. Несколько лет назад мы регулярно пользовались этим методом, но позднее 
обнаружили, что другой метод более надежен и дает более стабильные конъюгаты. В нем используется 
бифункциональный реактив — дисульфид - N - сукцинимидил - 3- (2-пиридилдитио)-пропионат (SDPD), 
который связывает между собой белки по их лизино-вым остаткам посредством дисульфидных мостиков 
(методика приведена в табл. 4.8). 

 
Таблица 4.7. Конъюгация щелочной фосфатазы с иммуноглобулинами 

при помощи глутарового альдегида. 
 

1. Растворить 5 мг щелочной фосфатазы в 1 мл 0,1 М фосфатного буфера, рН 6,8. 
2. Провести дважды диализ против 2 литров 0,1 М фосфатного буфера с рН 6,8. 
3. Добавить 5 мг иммуноглобулина в 1 мл ФСБ, рН 6,8. 
4. Добавить 0,15 мл 0,1%-ного глутарового альдегида. 
5. Оставить при комнатной температуре на 3 часа. 
6. Дважды провести диализ против 5 литров ФСБ. 
7. Хранить при 4 °С. 

 

4.3. Коллоидное золото 
В этом методе используются частицы коллоидного золота с адсорбированными на них антителами. Исходно 

методика была создана для электронной микроскопии, где она обладает тем преимуществом, что можно 
различить отдельные частицы золота, поскольку они обладают высокой электронной плотностью. Применение 
различных антител, меченных частицами золота различного диаметра, позволяет одновременно локализовать 
два или даже три антигена. При использовании в световой микроскопии частицы золота визуализируют с 
помощью реакции преципитации серебра. Метод, как оказалось, более чувствителен, чем те, в которых 
применяются ферментные метки. 

С тех пор, как мечение коллоидным золотом стало обычно использоваться при непрямом методе, несколько 
фирм выпускают необходимые реактивы, и лучше всего пользоваться ими. Можно также приобрести препарат 
стрептавидина, адсорбированного на частицах коллоидного золота. Он может быть использован в сочетании с 
антителами, конъюгированными с биотином. 

Количество белка, адсорбированного на поверхности частиц коллоидного золота, зависит от рН, размеров 
частиц, концентрации ионов и концентрации белка. Первый из факторов, рН, является критическим, и значение 
рН должно быть близким к изоэлектрической точке адсорбируемого белка. Методы адсорбции белков на золоте 
описаны в статье Рота [2, том 2], а также в превосходном буклете, выпущенном фирмой Jatissen Pharmaceutica, 
где даны детальные прописи для белков разных типов. 

 
Таблица 4.8. Конъюгация пероксидазы с иммуноглобулинами методом SDPD. 
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1. Растворить 10 мг пероксидазы хрена в 1 мл 0,1 М. фосфатного буфера с 0,1 М NaCl, pH 7,5. 
2. Профильтровать через маленькую колонку (15 мм в диаметре, 150 мм длиной) с Sephadex G25 
(Pharmacia), уравновесить тем же буфером. Собрать фракцию. 
3. Растворить 1,2 мг SDPD в 1 мл этанола. 
4. Осторожно помешивая, добавить 250 мкл раствора SDPD к раствору пероксидазы. Оставить при 
комнатной температуре на 40 мин. 
5. Профильтровать через колонку с Sephadex G25, как в пункте 2. 
6. Профильтровать 5 мг очищенных с помощью афинной хроматографии антител через колонку с 
Sephadex G25, как в пункте 2. 
7. Осторожно помешивая раствор антител, добавить 10 мкл раствора SDPD. Оставить на 1 час при 
комнатной температуре. 
8. Профильтровать через колонку с Sephadex G25, уравновешенную 0,1 М ацетатным буфером, 
содержащим 0,1 М NaCl, 25 мМ дитиотрейтола, рН 4,5. Оставить на 1 час при комнатной температуре. 
9. Профильтровать через колонку с Sephadex G25, как на этапе 2 (0,1 М фосфатный буфер, содержащий 
0,1 М NaCl, pH 7,5). 
10. Смешать растворы антител и пероксидазы. Оставить на ночь пои комнатной температуре. 
11. Хранить при 4 °С. 

 

4.4. Выбор метки 
Не существует правильного или неправильного выбора метки. Выбор должен определяться особенностями 

изучаемой ткани. Так например, щелочная фосфатаза будет скорее всего» неудачным выбором, если 
предполагается исследовать ткань кишки, в которой содержится много этого фермента. Желательно не 
применять пероксидазу, если ткань содержит большое количество эндогенной пероксидазы или коричневого 
пигмента (который можно спутать по цвету с обычно применяемым субстратом пероксидазы), особенно в тех 
случаях, когда на антиген могут влиять процедуры, применяемые для удаления эндогенной пероксидазы или 
пигмента. Другим немаловажным фактором является доступность меченых реактивов, так как обычно гораздо 
легче и дешевле купить необходимые реактивы, чем метить антитела в лаборатории. Окончательный выбор 
зависит от личных симпатий исследователя. 

 

5. Методы окраски 
Простейший метод выявления антигена на срезе ткани заключается в применении меченых антител (прямой 

метод). Однако более распространен так называемый непрямой метод, когда первые антитела не помечены, а 
метка соединена с другим реактивом, который используется для обнаружения первых антител. Например, если 
первые антитела — IgG мыши, их можно обнаружить с помощью меченых козьих антител, полученных против 
IgG мыши (непрямой метод). 

Из описанных ниже методов прямой метод дает результаты наиболее быстро. Непрямой метод прост в 
использовании и вполне приемлем по чувствительности, тогда как методы, основанные на использовании 
взаимодействия фермент-фермент и конъюгированного с антителами коллоидного золота, являются наиболее 
чувствительными. Здесь, как и во многих других вопросах, нет единственного «правильного» решения, и выбор 
часто определяется индивидуальными пристрастиями исследователя. 

5.1. Прямой метод 
Метка непосредственно связывается с первыми антителами (рис. 4.3,Л). Для этого Ig должен быть хорошо 

очищен. Преимущество метода в его быстроте — он состоит только из одной стадии. Недостатки его 
заключаются в том, что он менее чувствителен по сравнению с другими методами, а также в необходимости 
метить отдельно каждое антитело, что связано с большой работой и часто с потерей ценных реактивов. 

 

 

Рис. 4.3. Прямой (А) и непрямой 
(Б) методы визуализации с 
помощью антитела 
реакционноспособного участка на 
срезе ткани: 
1 — первое антитело; 
2 — меченое второе антитело. 
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5.2. Непрямой метод 
Вторые антитела получают к иммуноглобулинам животных того же вида, из которого получены 

используемые для определения интересующего антигена первые антитела. Срезы инкубируют с первыми 
антителами, отмывают и затем инкубируют с мечеными вторыми антителами (рис. 4.3,Б). 

Основное преимущество данного метода состоит в том, что для целой серии различных первых антител 
необходим только один препарат меченых вторых антител. Это значительно уменьшает объем работ и, кроме 
того, позволяет более экономно использовать первые антитела, так как при проведении химической 
модификации часть реактива всегда теряется. Непрямой метод более чувствителен, чем прямой, поскольку с 
каждой молекулой первого антитела может реагировать более одной молекулы вторых антител. 

Особенно большой чувствительностью обладает вариант непрямого метода, когда вторые антитела 
адсорбируются на частицах коллоидного золота (разд. 4.3). 

 

5.3. Методы, основанные на взаимодействии фермент—антифермент 
Этот вариант непрямого метода используется для повышения чувствительности. В иммуногистохимии в 

качестве метки часто используется фермент. Для простоты описания предположим, что первые антитела 
получены из крови кролика. Антитела к ферменту по происхождению также кроличьи. Кроме того, требуются 
немеченые антитела (например козьи) к IgG кролика. 

Как показано на рис. 4.4, срез инкубируют с первыми (кроличьими) антителами, отмывают, затем 
инкубируют с избытком козьей антикроличьей сыворотки и снова отмывают. Раствор комплекса фермент—
антифермент готовят, добавляя к раствору фермента полученную против него кроличью сыворотку. Затем 
смесь наносят на препарат, а после инкубации и промывки проводят цветную ферментативную реакцию. 

Поскольку иммуноглобулины представляют собой димеры, они могут реагировать с двумя различными 
молекулами антигена. Если фермент несет более одного эпитопа, а фермент и антитело находятся в смеси в 
соответствующих концентрациях, то будет образовываться сеть из поперечно связанных молекул фермента и 
антитела. Цель применения козьей сыворотки против кроличьих IgG состоит в том, чтобы связать комплексы 
фермент—антифермент с первыми антителами. 

Преимущество данного метода состоит в его большей чувствительности — количество молекул метки, 
присоединяющихся к каждой молекуле первого антитела, может увеличиваться. Исключается, кроме того, 
необходимость ковалентного связывания фермента со вторым антителом. Недостатками являются потребность 
в дополнительных реактивах (сыворотка, полученная против фермента) и большая продолжительность 
эксперимента, связанная с появлением в цепочке реакций дополнительных стадий. 

Если используемый фермент — пероксидаза хрена, то метод называется РАР (пероксидаза—антитела к 
пероксидазе); часто применяется также набор АРААР (щелочная фосфатаза — антитела к щелочной 
фосфатазе). 

 
 
 

 

Рис. 4.4. Метод фермент—
антифермент. 1—первое антитело; 2 — 
второе (связывающее) антитело; 3 — 
комплекс фермент—антифермент 
(антитело к ферменту). Заметьте, что 
первые антитела и антитела к ферменту 
должны быть получены из животных 
одного вида 

 
 
На рис. 4.5 показан препарат человеческого лимфоузла, окрашенный на общий лейкоцитарный антиген с 

использованием (Л) — непрямого метода со щелочной фосфатазой и (Б) — АРААР-метода. Ткань фиксировали 
в модифицированном мета-карне и заключали в парафин. Первые антитела были мышиными моноклональными 
(разведение 1:200). В одном случае в качестве вторых антител (рис. 4.4,Л) использованы кроличьи антитела 
против мышиной щелочной фосфатазы (разведение 1:200). В другом случае (рис. 4.4, Б) использовали кроличьи 
антимышиные Ig (разведение 1:20), а затем набор АРААР мыши (разведение 1:100). Реактивы были получены 
от Dako. Цветную реакцию проводили с помощью быстрого красного TR; препарат докрашивали гемалауном 
Майера (разд. 6.9.2) и заключали в глицериновое желе (разд. 6.9.3). Окраска показывает, что антитела 
взаимодействуют с поверхностью лимфоцитов, и из сравнения рисунков А и Б видно, что метод АРААР более 
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чувствителен по сравнению с простым непрямым методом. 

 

 

Рис. 4.5. Человеческий лимфоузел, 
окрашенный на общий лейкоцитарный 
антиген с использованием непрямого 
метода (А) и АРААР-метода (Б). 
Шкала — 200 мкм 

 

5.4. Системы с использованием биотин — авидина 
Авидин — белок, экстрагируемый из яичного белка, — содержит четыре участка связывания, обладающих 

высоким сродством к биотину из печени. Биотин можно ковалентно связать с первичными или вторичными 
антителами, которые затем выявляют, используя меченый авидин (рис. 4.6). Авидин имеет изоэлектрическую 
точку при рН, близком к 10, и положительно заряжен в нейтральных буферах. Поэтому в ткани он должен 
предпочтительно связываться с отрицательно заряженными молекулами. Стрептавидин, выделенный из 
Streptomyces avidinii, также содержит четыре участка связывания с биотипом, но его изоэлектрическая точка 
близка к 7. 

Для мечения фермента лучше не прямо соединять белок с авидином или стрептавидином, а связать его с 
биотипом и использовать немеченый авидин в качестве мостика. Для увеличения чувствительности эта система 
может использоваться способом, аналогичным методу фермент—антифермент. Вместо меченого авидина 
наносится комплекс биотинированный фермент—авидин — так называемый ABC-метод (комплекс авидина со 
связанной с биотипом пероксидазой). Показано, что этим способом можно получить комплекс больших 
размеров, чем тот, который получается при использовании метода фермент—антифермент, т. е. достигнуть 
большей чувствительности. 

 

 

Рис. 4.6. Биотин—авидиновый метод. 
1 — первое антитело; 
2 — биотиниро-ванное второе антитело; 
3 — меченый авидин. 
 

 
При использовании авидина или стрептавидина для работы на срезах печени необходимо соблюдать 

осторожность, учитывая наличие эндогенного биотина в этой ткани. 
Метод биотинирования белков представлен в табл. 4.9. Молярное соотношение между биотин-М-

гидроксисукцинимидом и белком, необходимое для оптимального мечения последнего, зависит от типа 
применяемого белка. Детали представленной здесь методики использовались д-ром Вествудом (J. H. West-
wood, Institute of Cancer Research) для мечения мышиных моноклональных антител. Результаты показали, что 
происходит связывание в среднем шести молекул биотина с одной молекулой Ig. 

 
Таблица 4.9. Биотинирование иммуноглобулинов 

 
1. Растворите 150 г биотин-М-гидроксисукцинимида в 15 литрах М-диметил-формамида. 
2. Растворите 1 мг Ig в 1 мл ФСБ. 
3. Смешайте два раствора и механически встряхивайте их в течение 4 часов при комнатной 
температуре. 
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4. Проведите диализ при 4°С против двух смен ФСБ (объем по 1 литру) в течение не менее 20 часов. 
5. Храните препарат при 4 °С. 

 
 

5.5. Другие методы 
Систему авидин—биотин можно имитировать, присоединяя небольшую молекулу (например, гаптена) к 

первому антителу и используя в дальнейшем меченые антитела против гаптена. Обычно употребляемые 
гаптены — динитрофенол (ДНФ) и арсинилат. Данный метод может использоваться для мечения срезов в том 
случае, когда используются два антитела из животных одного вида (разд. 8). 

Описанный выше метод может использоваться в различных комбинациях. Для повышения 
чувствительности антитела должны быть связаны с другими антителами. Однако, за исключением особых 
случаев, это не всегда необходимо и часто нежелательно. В том случае, когда антиген явно разрушен при 
фиксации ткани, его присутствие может быть обнаружено с помощью высокочувствительного метода. Но и 
тогда повышенная чувствительность будет приводить к появлению слабых перекрестных реакций и усилению 
неспецифического окрашивания. В любом случае, если только это возможно, предпочтительнее правильно 
выбирать условия обработки ткани. 

 

6. Экспериментальные методы 
Ниже приводятся рабочие прописи для различных методов. Прописи, предлагаемые разными авторами, 

могут различаться в деталях. Ни один из методов не является самым правильным, и в зависимости от того, 
какие преследуются цели, в методы могут быть внесены определенные изменения. 

В приводимых ниже методах все инкубации и обработки производятся при комнатной температуре, если это 
не оговорено особо. Во многих лабораториях комнатная температура варьирует от 18° до 24 °С, что приводит к 
некоторым различиям в скоростях реакций. Поэтому, если требуется стандартизировать условия реакции, 
особенно в тех случаях, когда производятся количественные измерения, необходимо контролировать 
температуру. Когда вы пользуетесь холодной комнатой, время инкубации должно быть соответственно 
увеличено. 

 
Таблица 4.10. Непрямой метод окрашивания 

 
1. Перенесите срезы в воду или в буфер. 
2. Если используются конъюгаты с ферментами, то предварительно необходимо подавить эндогенную 
ферментативную активность. 
3. Промойте срезы ФСБ и удалите с помощью фильтровальной бумаги излишек буфера с предметного 
стекла, чтобы не произошло дополнительного разведения антител на стекле. 
4. Нанесите на срез 100 мкл разведенных нужным образом первых антител* и проведите инкубацию в 
течение 1 часа во влажной камере при комнатной температуре. 
5. Промойте срезы ФСБ с 0,5%-ным бычьим сывороточным альбумином (БСА). 
6. Промойте несколько раз раствором ФСБ с 0,01% детергента (Brij или Twin 80). 
7. Промойте ФСБ и промокните его излишки на стекле. 
8. Нанесите на срез 100 мкл вторых правильно разведенных антител (с конъюгатом) и проинкубируйте 
их в течение 1 часа во влажной камере при комнатной температуре. 
9. Повторите этапы 5 и 6. 
10. При использовании ферментной метки промойте стекло в соответствующем буфере и проведите 
цветную реакцию. Заключите препарат под покровное стекло. 
* Разведите антитела ФСБ с 0,5% БСА или лучше ФСБ с 5% сыворотки того же вида животного, от 
которого получены вторые антитела 

 
 
Недавно было опубликовано сообщение о том, что время инкубации с антителами может быть сокращено с 

одного часа до одной минуты за счет использования микроволновой печи [9]. Это происходит потому, что при 
локальном разогреве, который производится в такой печи, скорость реакции антиген — антитело возрастает. 

6.1. Общее описание метода 
В общем виде метод применения антител на срезах дан в табл. 4.10. Методика приведена для непрямой 

реакции, но она может быть легко адаптирована для всех других методов, описанных выше. Пропись следует 
использовать вместе с детальными протоколами, которые приводятся ниже для каждого типа меток. 

Необходимость большинства добавок к буферным растворам состоит в том, чтобы с их помощью 
воспрепятствовать неспецифическому связыванию Ig со срезом, а также удалить остатки непрореагировавших 
антител после инкубации. Белок добавляется для того, чтобы воспрепятствовать адсорбции антител на 
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поверхности среза, а небольшое количество детергента вводится с целью уменьшить гидрофобные 
взаимодействия между Ig и белками среза. 

В нашей лаборатории при окраске большого числа срезов их помещают для промывки в специальные 
держатели, которые потряхивают в ванночке для окраски. Если срезов немного, то растворы для промывки 
наливают в промывочные стаканчики. При промывке стёкла со срезами устанавливают наклонно, так чтобы 
раствор стекал непосредственно по ним. Срезы необходимо промыть несколько раз, следя за тем, чтобы не 
смыть их со стекол. Это условие еще раз подчеркивает необходимость высококачественной подготовки срезов. 

6.2. Выбор правильного разведения антител 
При использовании нового антитела необходимо изготовить некоторое количество срезов с ткани, заведомо 

содержащей данный антиген. Срезы следует окрасить, используя последовательные разведения, 
увеличивающиеся в геометрической, но не в арифметической прогрессии (например, двукратные — 1:2, 1:4, 1 : 
8 и т. д.). Начинать лучше с широких шагов (например, пятикратных), для того чтобы быстро найти 
необходимый диапазон разведений, а затем повторить эксперимент уже с двукратными разведениями. 

Оптимальным является такое разведение, которое позволяет окрасить препарат с интенсивностью, близкой к 
максимальной. Некоторые сыворотки в высоких концентрациях могут давать неспецифическое окрашивание. В 
этих случаях разведение надо подбирать таким образом, чтобы неспецифического окрашивания уже не было, а 
специфическое сохранялось достаточно интенсивным. При использовании моноклональных антител достичь 
таких условий не составляет большого труда. 

6.3. Флуоресцентные метки 
Некоторые фиксаторы (например, глутаральдегид) могут вызывать аутофлуоресценцию тканей. После 

проведения процедур, описанных в табл. 4.10, покровные стекла следует заключить в водную, 
нефлуоресцирующую среду типа Hydromaunt (National Diagnostic) или в раствор 9:1 (объем на объем) 
глицерола в 40%-ном формальдегиде. Можно воспользоваться и другой заливочной средой, как указано ниже. 

1. К 3 г чистого для анализа (analitical grade) глицерола добавьте 1,2 г поливинилового спирта (Goshenol 
фирмы Роlaron) и перемешайте. 

2. После того, как поливиниловый спирт и глицерол будут полностью перемешаны, добавьте 3 мл воды, 
перемешайте и оставьте на 4 часа при комнатной температуре. 

3. Добавьте 6 мл 0,1 М буфера Трис-HCl (рН 8,5), и инкубируйте, иногда помешивая, при 50 °С до тех пор, 
пока поливиниловый спирт не растворится. 

6.4. Пероксидаза 
Окрашивающиеся в результате пероксидазной реакции вещества часто дают коричневую окраску, которую 

можно спутать с коричневым пигментом, находящимся в срезе, например с тем, который образуется в 
эритроцитах после фиксации ткани солевым раствором формалина. Таким образом, прежде чем проводить все 
последующие реакции, часто необходимо предварительно обесцветить срез. Для этого предметное стекло 
погружают в перекись водорода (мы используем 7,5%-ный раствор) на 5 мин и затем хорошо промывают в 
воде. Необходимо проверить, однако, не оказывает ли обесцвечивание нежелательного действия на 
выявляемый антиген. 

6.4.1. Ингибирование эндогенного фермента 
Прежде чем наносить антигены на срез, проинкубируйте стекла в течение 5 мин в 2,3%-ной периодной 

кислоте, промойте водой, сполосните в 0,03%-ном свежеприготовленном растворе боргидрида калия и снова 
промойте водой. Другой часто используемый метод состоит в том, что стекла погружают на 30 мин в 0,3%-ный 
раствор Н2О2 в метаноле. 

Если в результате этих обработок антиген разрушается, то можно проинкубировать стекла 5 мин в ФСБ с 
0,1% фенил-гидразина. 

6.4.2. Хромогенные вещества для выявления пероксидазы 
Из большого числа веществ, потенциально пригодных для получения окраски при пероксидазной реакции, 

только около пяти получили широкое распространение в иммуногистохимии. Их описание приведено ниже. 
Диаминобензидин (ДАБ) с усилением и без него. Это наиболее часто используемый хромоген. Он дает 

коричневый осадок, нерастворимый в воде, этаноле и ксилоле. ДАБ предположительно является канцерогеном, 
и обращаться с ним следует осторожно. 

1. Непосредственно перед использованием растворите 100 мг ДАБ в 100 мл 0,1 М буфера Трис-HCl, рН 7,2. 
2. Добавьте 100 мл воды, содержащей 70 мкл 30%-ной Н2О2. 
3. Погрузите срезы в раствор на 5 мин, после чего хорошо промойте водой. 
4. Докрасьте препарат гемалауном Майера и приклейте покровные стекла заливочной смесью DPX (разд. 

6.9). Окраску можно усилить, применяя имидазол или серебро. В первом случае приготовьте перед 
употреблением раствор ДАБ на 0,01 М имидазоле. 
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Таблица 4.11. Пропись реакции усиления серебром 
пероксидазно-диаминобензидинового окрашивания 

 
Срез сначала окрашивают, используя подходящий метод с меченными пероксидазой антителами, после 
чего проводят цветную реакцию с ДАВ. Затем окрашивание может быть усилено с помощью 
предлагаемого ниже метода. 
1. Промойте срезы дистиллированной водой. 
2. Погрузите их на 5 мин в 2,5 мМ раствор хлорида золота, рН 2,3. Затем промойте дистиллированной 
водой. 
3. Погрузите срезы на 5 мин в 0,1 М раствор сульфида натрия, рН 7,0. Затем промойте 
дистиллированной водой. 
4. Погрузите срезы на 2—6 мин в раствор реактива серебра (си. ниже). Тщательно промойте 
дистиллированной водой, оставляя в ней стекла на 10 мин между промывками. 
5. Погрузите срезы на 15 мин в 1%-ный (объем на объем) раствор уксусной кислоты, сменив ее один 
раз в течение этого времени. Промойте срезы водой. 
6. Докрасьте гемалауном Майера и заключите. 
 
Реактив серебра 
Приготовьте нижеприведенные растворы, разведя каждую из данных навесок в 100 мл 
бидистиллированной воды. 
Раствор А углекислый натрий 5,08 г 
Б1  нитрат аммония 0,83 г 
Б2  нитрат серебра 0,82 г 
БЗ  додекавольфрамовокремниевая кислота 3,97 г 
 
Добавьте по 1 мл растворов Б1, Б2 и БЗ в 1 мл воды. Внесите 5 мкл 40%-ного (объем на объем) 
раствора формальдегида. Добавьте при сильном помешивании к данному раствору 4 мл раствора А. 
 

 
Метод докрашивания (усиления) серебром, используемый в нашей лаборатории, приведен в табл. 4.11. 

Результаты докрашивания серебром приведены на рис. 4.7, где представлен парафиновый срез прямой кишки 
после фиксации формалином. Он был окрашен непрямым методом для выявления эмбрионального опухолевого 
антигена СЕА (от англ, carcino-embryonic antigen). Первыми антителами послужили кроличьи анти-СЕА 
антитела, полученные в нашей лаборатории и использованные в разведении 1:4000. Вторые антитела и цветное 
проявление проводились так же, как в случае препарата, показанного на рис. 4.2. Антиген локализован на 
поверхности и внутри эпителиальных клеток. При данном разведении первых антител окраска получается 
слабой (рис. 4.2, Л), но после реакции с серебром она становится отчетливо видимой (рис. 4.2, Б). 
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Рис. 4.7. Препарат прямой 
кишки человека, 
окрашенный для выявления 
СЕА-антигена, на котором 
виден эффект усиления 
пероксидазной реакции 
серебром. Шкала 50 мкм 

 
Реагент Хэнкера—Яйта. Он состоит из 1 части р-фенилендиамин-HCl и 1 части (вес на вес) пирокатехола и 

дает черно-коричневый осадок, нерастворимый в воде, этаноле и ксилоле. 
1. Непосредственно перед употреблением растворите 150 мг реагента Хэнкера—Яйта в 100 мл 0,1 М буфера 

Трис-НС1, рН 7,6 и добавьте 120 мкл 30%-ной Н2О2. 
2. Проинкубируйте срезы в течение 15 мин, затем промойте их водой. 
3. Докрасьте гемалауном Майера и заключите в DPX. 
3-Амино-9-этилкарбазол. Он дает красный осадок, растворимый в этаноле. 
1. Растворите 2 мг З-амино-9-этилкарбазола в 0,5 мл диметил-формамида (ДМФ) в стеклянном бюксе. 
2. Добавьте 9,5 мл 0,2 М ацетатного буфера, рН 5. 
3. Непосредственно перед употреблением добавьте 5 мкг 30%-ной Н2О2 и проинкубируйте срезы в течение 

15 мин. 
4. Докрасьте гемалауном Майера и заключите в глицериновое желе. 
4-Хлор-1-нафтол. Он может использоваться в тех случаях, когда требуется получить синюю окраску. Его 

осадок растворим в ксилоле. Мы не смогли подобрать к нему подходящей дополнительной окраски ядер, так 
как метиловый зеленый растворим в воде. 

1. Растворите при нагревании до 50 °С 20 мг 4-хлор-1-нафтола в 40 мл 20%-ного метанола в солевом 
растворе Трис-буфера рН 7,6. 

2. Перед использованием добавьте 15 мкл 30%-ной Н2О2 и проинкубируйте срезы в течение 10 мин. 
3. Заключите препарат в глицериновое желе. 
Тетраметилбензадин. Другой синий краситель, нерастворимый в этаноле и ксилоле. 
1. Растворите 5 мг тетраметилбензидина в 2 мл диметилсуль-фоксида. 
2. Непосредственно перед употреблением внесите раствор в 50 мл 0,02 М ацетатного буфера, рН 3,3, 

содержащего 20 мкл 30%-ной Н2О2. Проинкубируйте срезы в течение 15 мин. 
3. Докрасьте препарат метиловым зеленым и заключите его в DPX. 

6.5. Щелочная фосфатаза 

6.5.1. Блокирование эндогенного фермента 
Прежде чем нанести первые антитела, погрузите стекла со срезами на 5 мин в 20%-ную уксусную кислоту. 

Тщательно промойте их водой. Эта обработка позволяет полностью подавить активность эндогенной щелочной 
фосфатазы, в том числе и кишечной. Если при данной обработке разрушается также и исследуемый антиген, то 
во всех случаях, за исключением тонкого кишечника, эндогенная щелочная фосфатаза может быть подавлена, 
если готовить 1 мМ раствор субстрата в левамисоле (концентрацию нужно увеличить до 2 мМ для 
замороженных срезов или тканей с высоким содержанием щелочной фосфатазы, таких как плацента или почка). 
Последний способ имеет преимущество, поскольку щелочная фосфатаза, используемая для конъюгирования с 
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антителами, выделяется из бычьего кишечника. 

6.5.2. Мера предосторожности 
Щелочная фосфатаза может ингибироваться фосфатным буфером. Поэтому, если последние антитела 

отмывались фосфатным буфером, как рекомендуется в методике, приведенной в табл. 4.10, то перед 
проведением цветной реакции срезы необходимо тщательно промыть. 

6.5.3. Хромогенные вещества для выявления щелочной фосфатазы 
Быстрый красный. Этот хромоген обычно применяют для выявления щелочной фосфатазы. Он дает 

красный осадок, растворимый в этаноле. 
1. Растворите в стеклянном бюксе 5 мг двузамещенного фосфата натрий-А5-В1-нафтола в нескольких 

каплях ДМФ. 
2. Добавьте 5 мг трехзамещенной соли быстрого красного в 10 мл веронал-ацетатного буфера, рН 9,2. 
3. Добавьте, если необходимо, левамисол. Профильтруйте. 
4. Проинкубируйте стекла со срезами в течение 1 часа и промойте их водой. 
5. Докрасьте гемалауном Майера и заключите в глицериновое желе. 
6. Интенсивность реакции может быть увеличена, если через 30 мин добавить новую порцию субстрата. 
Соль быстрого синего. Дает синий осадок, растворимый в этаноле. 
1. Растворите 5 мг соли быстрого синего ВВ в 10 мл 0,1 М Трис-буфера (рН 9,0) и добавьте 5 мг 

двузамещенного фосфата натрий-А8-В1-нафтола в ДМФ, как указывалось выше. 
2. Добавьте, если необходимо, левамисол. Профильтруйте. 
3. Проинкубируйте препарат в течение 15 мин, заменяя каждые 5 мин раствор субстрата. Промойте водой. 
При использовании данного красителя возникают трудности с подбором способа докраски, так как гемалаун 

окрашивает ядра в синий цвет, а метиловый зеленый растворим в воде, тогда как синий осадок растворим в 
ксилоле. 

Новый фуксин. Дает красный осадок, нерастворимый в спирте и ксилоле. 
1. Смешайте 250 мкл 4%-ного нового фуксина в 2 М соляной кислоте с 250 мкл 4%-ного NaNO3 и 

выдержите раствор 5 мин на холоде. 
2. Добавьте 40 мл 0,2 М буфера Трис-HCl (рН 9,0), а затем добавьте 10 мг двузамещенного фосфата натрий-

АS-ТR (или AS-BI)-нафтола, растворенные в 0,2 мл ДМФ. 
3. Добавьте, если необходимо, левамисол. Профильтруйте. Проинкубируйте срезы в течение 10 мин. 
4. Докрасьте гемалауном Майера и заключите в DPX. 

6.6. Глюкозооксидаза 
В качестве хромогена для выявления глюкозооксидазы часто используется тетразолий нитросиний, который 

дает темно-синий осадок, нерастворимый в спирте и в ксилоле. При этой реакции нет необходимости 
блокировать активность эндогенного фермента. 

1. Растворите 335 мг p-D-глюкозы и 33,5 мг тетразолия нитро-синего в 50 мл 0,05 М Трис-буфера (рН 8,3). 
2. Выдерживайте раствор в течение 1 часа при 37 °С в темноте, после чего добавьте 8,3 мг 

феназинметасульфата (это вещество может быть канцерогенным, так что обращаться с ним следует осторожно). 
3. Проинкубируйте срезы в течение 1 часа при 37 °С в темноте, затем промойте их водой. 
4. Докрасьте препарат 0,1%-ным раствором метилового зеленого и заключите в DPX. 

6.7. Галактозидаза 
Если используются реактивы, указанные ниже, то продукт реакции имеет синий цвет, стабилен в этаноле и 

ксилоле. При использовании данной реакции нет необходимости блокировать активность эндогенного 
фермента. 1. К 7 мл ФСБ, содержащего 1 мМ MgCl2 (рН 7,0), добавьте 

0,5 мл 50 мМ феррицианида калия и 0,5 мл 50 мМ ферроцианида калия. 
2. Добавьте 10 мг 5-бром-4-хлор-3-инцолшьр-О-галактозидазы, заранее растворенной в 1 капле ДМФ (этот 

раствор можно хранить замороженным в течение 2 месяцев). 
3. Проинкубируйте срезы в данном растворе в течение 1 часа при 37 °С, затем промойте их водой. 
4. Докрасьте препарат 0,1%-ным раствором метилового зеленого и заключите в DPX. 
 

Таблица 4.12. Усиление серебром окраски коллоидным золотом 
 

Перед добавлением первых антител. 
1. Промойте срезы водой. 
2. Погрузите срезы на 5 мин в йодный раствор Люголя (этап 5, табл. 4.3). 
3. Промойте препарат в 2,5%-ном (вес на объем) водном растворе тиосульфата натрия. 
4. Промойте в СТБ с 1% тритона-Х-100. 
Нанесите антитела, как указано в табл. 4.10, заменив солевой Трис-буфер (СТБ) на ФСБ, и возьмите на 
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последней стадии антитела, адсорбированные на коллоидном золоте. Иммунохимические методы с 
использованием коллоидного золота являются высокочувствительными. С их помощью можно 
проявить даже самое слабое фоновое окрашивание. Прежде чем применять эти вторые антитела, срезы 
необходимо проинкубировать 10 мин в нормальной сыворотке животного того же вида. 
 
Для проявления окраски. 
1. Промойте препарат в воде. 
2. Проинкубируйте его в растворе серебряного усилителя при неактиничном освещении (например, 
используя освещение для работы в темной комнате). 
3. Промойте препарат в воде. 
4. Докрасьте препарат. Проведите его через этанол и ксилол и заключите. Раствор серебряного 
усилителя 20 мл 1 М цитратного буфера (1 М лимонная кислота, 0,5 М трехзамещенный цитрат 
натрия), рН 3,5; 33 мл 30%-но-го гуммиарабика с 15 мл лактата серебра (0,11 г в 15 мл); 15 мл 
гидрохинона (0,85 г в 15 мл); 17 мл воды. 

 

6.8. Иммуноцитохимия с использованием коллоидного золота 
Коллоидное золото выявляется в результате осаждения серебра при химическом процессе, сходном с тем, 

который используется при проявлении фотопленки. Если ткань была фиксирована формалином и заключена в 
парафин, то следует предварительно обработать срезы раствором Люголя или каким-либо другим окислителем 
[10]. Такая обработка по неизвестной пока причине необходима, хотя при других условиях фиксации и 
подготовки препаратов она не нужна. Соответствующая методика приведена в табл. 4.12. 

6.9. Некоторые общие процедуры 

6.9.1. Покрытие предметных стекол 
При иммуногистохимическом окрашивании стекла многократно промывают. Поэтому необходимо, чтобы 

срезы были плотно прикреплены к ним. Существует несколько различных методик нанесения на стекла 
покрытия, позволяющего улучшить адгезию. Четыре такие методики, обычно используемые в на шей 
лаборатории (желатина—формальдегид, желатина, альбумин и поли-L-лизин), а также условияих применения 
даны в табл. 4.13. 

 
Таблица 4.13. Растворы, применяемые для покрытия предметных стекол 

 
A. Желатина—формальдегид. Часто используется при работе с замороженными срезами. 
1. Смешайте 100 мл 1%-ной желатины (ее предварительно надо слегка подогреть, чтобы она 
растворилась) и 100 мл 2%-ного формальдегида. 
2. Погрузите стекла в раствор на 3 секунды и дайте им высохнуть на воздухе. 
3. Храните их при комнатной температуре и используйте по мере необходимости. 
 
Б. Другая смесь на основе желатины. Иногда используется для замороженных и залитых в мягкую 
среду срезов. 
1. Разведите 15 г желатины в 500 мл теплой воды. 
2. Растворите 1 г алюмохромовых квасцов в 220 мл дистиллированной воды. 
3. Смешайте два раствора, затем добавьте 70 мл ледяной уксусной кислоты и 300 мл 95%-ного этанола. 
4. Храните смесь при комнатной температуре. 
5. Покройте стекла, как указано в А, этап 2. 
 
B. Альбумин. Обычно используется для срезов, залитых в парафин. 
1. Растворите 2,5 г яичного альбумина и 0,25 г NaCl в 50 мл дистиллированной воды (нагреть до 37 °С). 
2. Добавьте 50 мл глицерола и 0,05 г тимола. 
3. Покрывайте стекла непосредственно перед употреблением. 
 
Г. Поли-L-лизин. 
1. Погрузите стекла в водный раствор (100 мкг/мл) поли-L-лизина с высоким молекулярным весом 
(Sigma). 
2. Высушите и храните. 
3. Для стекол, которые будут окрашиваться при реакции гибридизации ДНК in situ, концентрацию 
поли-L-лизина нужно увеличить до 1 мг/мл (табл. 4.14). 
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6.9.2. Дополнительное окрашивание 
Широко применяется докрашивание ядер, позволяющее выявить архитектуру ткани. Если при 

иммуногистохимической реакции образуется красная, коричневая или черная окраска, то для дополнительного 
окрашивания обычно применяется гематоксилин или гемалаун Майера. Мы пользуемся последним. Если при 
иммуногистохимической реакции образуется синяя окраска, то для докрашивания лучше пользоваться 
метиловым зеленым. 

 
Гемалаун Майера. 
1. Растворите 1 г гематоксилина в 1 литре дистиллированной воды при умеренном нагревании. 
2. Добавьте 50 г алюмо-калиевого сульфата и нагрейте, если это необходимо. 
3. Добавьте 0,2 г иодата натрия, хорошо перемешайте и оставьте на ночь. 
4. Добавьте 1 г лимонной кислоты, хорошо перемешайте. 
5. Добавьте 50 г хлоралгидрата. 
6. Погрузите стекла с препаратами на 5—20 мин в гемалаун (время окраски зависит от того, какую 

интенсивность ее вы хотите получить); затем тщательно промойте в проточной воде. 
7. Погрузите препараты в насыщенный раствор карбоната лития, который придаст окраске синий цвет; затем 

промойте в проточной воде. 
 
Метиловый зеленый. 
Для окраски используется 0,1% раствор метилового зеленого в дистиллированной воде. Поскольку краска 

растворяется в воде, для заключения препаратов нужна безводная заливочная среда. 
 

6.9.3. Заключение препаратов под покровные стекла 
Если продукт реакции нерастворим в спирте и ксилоле, то препараты после окраски проводят через спирты 

в ксилол. Покровные стекла приклеиваются натуральной или синтетической смолой типа DPX. Если осадок 
растворяется в спирте или ксилоле, то препараты оставляют в воде и покровные стекла монтируют на них, 
используя глицероловое желе или сходную водорастворимую смесь. 

DPX состоит из 10 г дистрена, 80,5 мл дибутилфталата и 35 мл ксилола. Обычно он продается готовым к 
употреблению. 

Для изготовления глицеролового желе: 
1) растворите 10 г желатины в 60 мл дистиллированной воды при умеренном нагревании; 
2) добавьте 70 мл глицерола и 0,25 г фенола и хорошо перемешайте; 
3) разлейте на аликвоты по 10 мл и храните на холоде; 
4) перед употреблением нагрейте на водяной бане; избегайте встряхивания, так как это приведет к 

появлению пузырьков воздуха. 
 

7. Решение возникающих проблем с помощью контрольных препаратов 
При проведении иммуногистохимических реакций возникают два типа проблем: с одной стороны, 

появление нежелательной окраски и, с другой стороны — неожиданное отсутствие окраски. Эти проблемы 
решаются путем постановки соответствующих контролей. 

7.1. Контрольные препараты 
Необходимо делать контрольные препараты двух видов — положительный и отрицательный контроли. При 

использовании каждого антитела необходимо выбрать блок ткани, заведомо содержащий данный антиген, и 
сделать с него большое количество срезов. Один из них будет использоваться в каждой окраске для того, чтобы 
по нему определять интенсивность реакции окрашивания. 

При каждой окраске в числе препаратов должен также быть препарат исследуемой ткани, на который при 
постановке реакции не были нанесены первые антитела. Это нужно для проверки на неспецифическое 
окрашивание, которое могут давать реагенты, используемые для выявления первых антител. Если применяется 
прямой метод окраски, то данный контроль можно пропустить. При ферментативном методе выявления антител 
в качестве контроля применяется препарат, на котором для проверки активности эндогенных ферментов 
ставится только сама цветная реакция. 

Вышеуказанные контроли, хотя и являются необходимыми, не позволяют выявить неспецифическое 
связывание первых антител. При использовании поликлональных антител для этого можно взять их аликвоту и 
истощить антитела исходным антигеном. Это позволяет уменьшить специфическое окрашивание и обнаружить 
неспецифическое окрашивание, однако не позволяет выявить эпитопы. Данный контроль не обязательно 
ставить при каждом окрашивании, но если антиген легко доступен, то контроль надо поставить на одном-двух 
препаратах при первом использовании новой антисыворотки. Применительно к моноклональным антителам 
этот тип контроля не имеет смысла. Тестовый препарат может служить контролем сам по себе. Распределение 
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антигена в нем скорее всего известно: например, антитела к Т-лимфоцитам не будут окрашивать эпителиальные 
клетки. Нужные структуры в нем будут хорошо окрашены, а все остальные останутся прозрачными. Если у вас 
окрасились «неправильные» клетки, то это дает основание подозревать наличие неспецифического связывания. 
В частности, «грязный» фон на препарате при недостаточной отмывке дают мышечные клетки стромы. 

7.2. Решение проблем 
При решении возникающих проблем нужно исходить из простой логики. Описанные выше контроли 

должны указывать на' то, в какой части процедуры присутствует ошибка. Вам в свою очередь следует 
тщательно проверить каждый шаг. Часто источником трудностей является какая-нибудь мелочь. Желательно, 
например, использовать предметные стекла, матированные с одной стороны, и четко помечать их карандашом. 
Без этого бывает иногда трудно отличить одну поверхность предметного стекла от другой, и таким образом, 
можно окрасить не ту сторону. 

Существует три типа неправильного окрашивания: недостаточное, избыточное и неспецифическое 
окрашивание. Полное отсутствие окраски на положительном контрольном препарате часто указывает на то, что 
был случайно пропущен реактив или было взято не то вещество. Если окрашивали одновременно много срезов 
с использованием различных антител, то, вероятно, ошибка относится ко второму антителу, которое 
использовали в данной окраске (например, взяли антикроличьи антитела при окраске срезов мышиными 
антителами). 

Слабая окраска указывает на то, что один из наиболее лабильных реактивов был испорченным. Например, 
при использовании окрашивания пероксидазой необходим свежий раствор Н2О2. Для предотвращения роста 
бактерий в буферных растворах к ним часто добавляют азид натрия. Азид ингибирует многие ферменты, так 
что использование буфера с азидом может вызвать трудности при проведении реакции с хромогеном. 

Избыточное окрашивание часто является следствием ошибки в разведении одного из реактивов. Проблемы 
могут возникать также из-за температуры. Большинство исследований проводятся обычно при комнатной 
температуре, которая в помещениях, где нет кондиционера, может различаться на 10 °С. Скорость 
ферментативных реакций резко возрастает с увеличением температуры, так что методика окрашивания, 
разработанная в холодный день, может привести к образованию избыточного цветного продукта в жаркую 
погоду. 

Если объем раствора антител недостаточен для того, чтобы как следует покрыть срезы, то следует помнить, 
что любое испарение во время инкубации приведет к повышению концентрации антител в срезе, что приведет к 
избыточному окрашиванию. В предельном случае, если раствор на части срезов полностью высох, появится 
интенсивное фоновое окрашивание. 

Избыточное окрашивание приводит к усилению неспецифического окрашивания. Кроме того, если данная 
проблема возникает постоянно, то следует обратить особое внимание на процедуры, связанные с отмывкой 
препаратов, в частности на возможное присутствие белка в буфере. Если трудности возникают на стадии 
применения первых антител, то можно попробовать предварительно инкубировать срезы в течение 15 мин в 
растворе ФСБ, содержащем 5% сыворотки .от другого вида животного (сноска к табл. 4.10). Если трудности 
возникают при применении препарата вторых антител, то его следует заменить, взяв препарат, полученный из 
другого источника. 

 

8. Совместное определение двух антигенов на одном срезе 
Совместное применение двух антител на одном и том же срезе требует особых предосторожностей. Если 

антитела были получены от животных разных видов, то можно воспользоваться непрямым методом с двумя по-
разному маркированными вторыми антителами, предварительно отобранными так, чтобы между ними не было 
перекрестной реакции. Если два первых антитела получены от одного животного, что при работе с мышиными 
моноклональными антителами встречается часто, то можно провести полное иммуногистохимическое 
окрашивание сначала на первый антиген, а затем такое же окрашивание на второй антиген, используя 
различные ферменты (образование окрашенного осадка часто препятствует взаимодействию первого антитела 
со вторым набором реактивов). Если данный метод не работает, то следует либо воспользоваться прямым 
методом, когда к каждому антителу присоединяется его собственная метка, либо присоединить к каждому 
антителу отличающую его молекулу. Например, одно антитело может быть биотинировано и затем выявлено с 
помощью авидина, а второе соединено с ДНФ и выявлено антителами к ДНФ. 

Правильный порядок применения реактивов должен быть установлен эмпирически. Если используются 
антитела от различных видов животных, то можно достичь хороших результатов, применяя одновременно оба 
первых, а затем оба вторых антитела, и теоретически такая схема всегда будет работать хорошо. Однако иногда 
лучшие результаты получаются, если реактивы используют последовательно. 

Ферментные метки дают удовлетворительные результаты, если два антигена располагаются на разных 
клетках (например, когда необходимо различить два трансплантационных антигена у химерной мыши), либо в 
разных клеточных компартментах (например, ядро и плазматическая мембрана). Если этого нет, то трудно 
бывает с уверенностью отличить единично и дважды меченные клетки. В этом случае надо воспользоваться 
флуоресцентными метками и микроскопом, который позволяет оператору быстро переключать комбинации 
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светофильтров (например, светофильтры, подобранные для флуоресцеина, заменять на светофильтры для 
родамина, и наоборот) во время наблюдения одной и той же клетки. 

 
Таблица 4.14. Изготовление срезов для гибридизации in situ 

 
А. Замороженные срезы. 
1. Нарежьте замороженные срезы на предварительно подготовленные стекла**. 
2. Высушите их при 37 °С в течение 1 часа. 
3. Погрузите в кальций—формол на 5 мин при 4°С. 
4. Промойте в ацетоне. 
5. Погрузите в хлороформ—ацетон на 5 мин при —20 °С. 
6. Промойте в ацетоне при —20 °С. 
7. Тщательно промойте раствором 2xSSC**, содержащим 1 мМ ЭДТА. 
8. Обезводьте в растворах этанола с возрастающими концентрациями и высушите на воздухе. 
 
Б. Парафиновые срезы фиксированных формалином тканей. 
1. Нарежьте замороженные срезы на подготовленные стекла1 >, перенесите их в воду, как обычно, и 
наконец, промойте их в дистиллированной воде. 
2. Обработайте срезы протеиназой К. (раствор содержит 200 мкг/мл протеиназы К, 2 мМ СаС12, 0,02 М 
Трис-HCl, рН 7,4) при 37 °С в течение 1 часа. (Оптимальное время обработки варьирует в зависимости 
от блока и его следует определить экспериментально.) 
3. Промойте стекла дважды дистиллированной водой (по 10 мин при 4°С, слегка покачивая). 
4. Погрузите на 5 мин в 70%-ный этанол. 
5. Погрузите на 5 мин в 95%-ный этанол. 
6. Промойте абсолютным этанолом. 
* Для подготовки предметных стекол промойте их детергентом, затем тщательно промойте проточной 
и дистиллированной водой. Высушите их в сушильном шкафу. Нанесите на стекло 20 мкл раствора 
поли-L-лизина (1 мг/мл) и дайте ему растечься. Отметьте покрытую поверхность стекла и оставьте его 
сохнуть в защищенном от пыли 
контейнере. 
** Чтобы приготовить десятикратный концентрат раствора 2xSSC, растворите 175,3 г NaCl и 88,2 г 
цитрата натрия в 800 мл воды, доведите рН с помощью 10 N NaOH до 7,0, затем доведите объем до 1 
литра. 

 
 

9. ДНК-зонды для гибридизации in situ 
Методики описаны в табл. 4.14—4.16. Прежде, однако, необходимо рассмотреть принципы, на которых 

основан метод зондов. 

9.1. Принцип метода гибридизации 
Существует возможность размножать протяженные участки ДНК млекопитающих в бактериях или 

дрожжах. Один из методов состоит в использовании плазмид, которые являются маленькими кольцевыми 
молекулами двуспиральной ДНК. Плазмиды реплицируются одновременно с ДНК хозяина. Благодаря 
маленьким размерам плазмид их ДНК легко отделить от ДНК бактерий или дрожжей, где они находятся. С 
помощью специальных ферментов в плазмиды могут быть встроены короткие отрезки чужеродной ДНК, 
которые затем размножаются за счет роста бактериальной клетки-хозяина. Культуры клонируют, и колонию, 
содержащую ДНК необходимой длины, выделяют. Эту колонию можно культивировать и получить тем самым 
неисчерпаемый источник определенного участка молекулы ДНК. 

Если двуспиральную ДНК нагреть, то ее цепи разъединяются. Этот процесс называется денатурацией. При 
охлаждении комплементарные цепи воссоединяются, или ренатурируют. Одноцепочечная ДНК будет также 
соединяться с комплементарной мРНК. Если подходящим образом пометить клонированную ДНК, то ее можно 
использовать в качестве метки для выявления комплементарной последовательности ДНК или мРНК. Зонды 
для определения мРНК могут быть использованы для выявления синтеза какого-либо специфического белка, 
который слишком лабилен или выводится из клетки слишком быстро, чтобы его можно было определить 
иммуногистохимически. Другие пробы могут быть направлены на выявление вирусной ДНК в клетках или для 
исследования геномной ДНК. 

 
Таблица 4.15. Определение Y-хромосомы методом гибридизации ДНК in situ 

 
1. Разведите биотинированную пробу примерно до I мкг/мл в 50%-ном (объем на объем) формамиде, 
содержащем 10% (объем на объем) декстран сульфата, 2XSSC, 0,1 мМ ЭДТА, 0,05 мМ Трис-HCl, рН 
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7,3. 
2. Нанесите 100 мкл раствора на срез. 
3. Поместите срезы на предварительно нагретом металлическом поддоне в сушильный шкаф, 
установленный на температуру 95 °С*, и оставьте на 8 мин. 
4. Перенесите во влажную камеру и оставьте на ночь при 42 °С. 
5. Проинкубируйте в растворе 2XSSC в течение 30 мин при комнатной температуре. 
6. Проинкубируйте в растворе 0.1XSSC в течение 45 мин при 42 °С, сменив буфер через 30 мин. 
* Поскольку стекла со срезами разогреваются не мгновенно, то в течение этих 8 мин их температура 
будет ниже указанной. Оптимальную температуру сушильного шкафа надо подобрать эмпирически. 

 
Часто для мечения ДНК используется процесс, называемый ник-трансляцией (от английского nick — 

разрезать). В присутствии ДНК-полимеразы и четырех нуклеотидтрифосфатов (один из которых содержит 
метку) в одну из цепей ДНК с помощью фермента вносятся разрывы. Полимераза восстанавливает заново одну 
цепь ДНК, используя неповрежденную в качестве матрицы. 

Детальное описание техники рекомбинирования ДНК можно найти в работе [11], а также в трех других 
книгах из настоящей серии (DNA Cloning: A Practical Approach, Vol. I, II и 111, D. M. Glover, ed.). 

Для гистохимических целей ДНК может быть помечена изотопом и выявлена с помощью радиоавтографии. 
В некоторых случаях получаемое с помощью радиоавтографии разрешение недостаточно высоко; кроме того, 
радиоавтография часто дает большой фон, и процесс экспозиции занимает до недели и более. Введение в ДНК 
биотина позволяет воспользоваться иммуногистохимическими методами. Они более быстрые и позволяют 
лучше определять локализацию исследуемого вещества, хотя в настоящее время данные методы менее 
чувствительны, чем радиоавтография. 

9.2. Экспериментальная процедура 
Весь метод распадается на три части — мечение ДНК, используемой в качестве зонда, биотином, 

гибридизация пробы на срезе и визуализация гибридных молекул. Мечение ДНК биотином обычно 
выполняется с помощью ник-трансляции в присутствии биотин-11-дезоксиуридинтрифосфата (его можно 
приобрести у фирмы BRL—Gibco), который используется ДНК-полимеразой вместо тимидинтрифосфата. В 
частности, если проводятся пробы на геномную ДНК, то количество биотина, связавшегося со срезом, может 
быть очень маленьким. Для его определения необходимо воспользоваться чувствительными методами, которые 
могут включать использование нескольких слоев антител. 

В нашей лаборатории мы успешно использовали для выявления человеческой Y-хромосомы и ДНК 
цитомегаловируса опубликованный Барнсом с соавт. [12] метод в модификации Палетта (С. D. Palett, Institute of 
Cancer Research). Некоторые другие примеры использования рекомбинантной ДНК, в которых определяли 
мРНК, описаны в литературе [13, 14]. 

9.2.1. Выявление Y-хромосомы 
Специфическую ДНК Y-хромосомы вместе с набором реактивов для ник-трансляции можно приобрести у 

Amersham International и пометить согласно инструкциям фирмы. Препарат очищают с помощью 
хроматографии на колонке с сефадексом G-50 (Pharmacia), уравновешенным раствором, содержащим 0,1 M 
NaCl, 1 мМ ЭДТА, 0,1% (объем на объем) додецилсульфата натрия, 10 мМ Трис-HCl, рН 7,4. 

На каждый микролитр маркерной ДНК добавляют 500 мкг ДНК спермы лосося и 2 объема охлажденного на 
льду этанола. Чтобы осадить ДНК, смесь оставляют на ночь при —20 °С, затем центрифугируют, супернатант 
отсасывают и оставшийся этанол выпаривают в вакууме. ДНК вновь растворяют в среде, содержащей 1 мМ 
ЭДТА, 10 мМ Трис-HCl, рН 7,4, разливают на аликвоты и хранят в замороженном виде. 

 
Таблица 4.16. Определение биотинированной ДНК в пробе 

 
1. Дважды промойте срезы 
2. Проинкубируйте их с щелочной фосфатазой, конъюгированной с авидином (Daco) и разведенной 1 : 
100. Промойте. 
3. Проинкубируйте с биотином (1 мг/мл). Промойте. 
4. Проинкубируйте с козьими антителами к биотину (Sigma) в разведении 1 : 50. Промойте. 
5. Проинкубируйте с кроличьими антителами против Ig козы, конъюгированными с щелочной 
фосфатазой (Sigma, разведение 1 : 100). Промойте. 
6. Проинкубируйте с козьими антителами против Ig кролика, конъюгированными с щелочной 
фосфатазой (Sigma, разведение 1 : 100). Промойте. 
7. Повторите этап 5. 
8. Проведите цветную реакцию на щелочную фосфатазу с использованием быстрого красного TR (разд. 
6.5). 
9. Слегка докрасьте гемалауном Майера и заключите в глицероловое желе. 
Все инкубации и промывки надо проводить в 0,1% растворе БСА на ФСБ. Время всех инкубации — 1 

 91 



 
час. 

 
Срезы изготавливают, как описано в табл. 4.14. Необходимым условием является абсолютная чистота 

стекол. На них не должно оставаться даже следов нуклеаз, срезы должны хорошо прилипать к ним, а пробы не 
должны на них адсорбироваться. 

Гибридизация ДНК на срезах описана в табл. 4.15. Экспозиция в течение 8 мин при высокой температуре 
необходима для денатурации ДНК; экспозиция при более низкой температуре необходима для того, чтобы 
произошла ренатурация ДНК и ДНК-зонд гибридизовалась с ядерной ДНК. 

Методика выявления биотина после гибридизации приведена в табл. 4.16; большое число этапов 
обусловлено необходимостью повысить чувствительность реакции. Рис. 4.8 иллюстрирует выявление Y-
хромосомы в ядрах лимфоцитов из лимфоузла мужчины, Y-хромосомы имеют на фотографии вид черных 
точек. Ткань была зафиксирована формалином и залита в парафин. 

9.2.2. Выявление цитомегаловируса 
Зонд для него может быть получен от фирмы Enzo Biochem. Метод, используемый для выявления вирусной 

ДНК, сходен с тем, который применяется для выявления Y-хромосом, за исключением того, что буфер для 
гибридизации, предлагаемый фирмой-изготовителем, имеет другой состав (5 частей деионизованного 50%-ного 
формамида; ФСБ; 2 части 50%-ного декстран сульфата; 1 часть 20-кратного раствора SSC; 2 части ДНК-зонда 
плюс ДНК-носитель). Время денатурации составляет 10 мин, и гибридизации — 60 мин при комнатной 
температуре. 

На рис. 4.9 представлена фотография ткани человеческого легкого, окрашенного по этой методике. Ткань 
была получена посмортально, фиксирована формалином и залита в парафин. Вирус выявляется в 
инфицированных клетках в виде больших черных точек. 

 

 

Рис. 4.8. Препарат лимфоузла мужчины, 
окрашенный с помощью гибридизации 
in situ для выявления Y-хромосомы. 
Шкала 8 мкм. Препарат окрашен 
Паллетом (С. D. Pallett). 

 

10. Цитологические препараты 
Для окрашивания цитологических препаратов применяются те же методы, что и для окрашивания срезов. 

Ключ к получению хороших результатов лежит в способе подготовки клеток. В мазках, приготовленных 
стандартным способом, на поверхности клеток часто присутствует белок или слизь, которые могут 
препятствовать хорошему взаимодействию между антигенами и антителами. Нежелательным является также 
наличие большого количества эритроцитов. Поэтому прежде чем делать мазок или осаждать клетки на стекло 
центрифугированием, необходимо отмыть клетки и удалить, если требуется, эритроциты. 

Методики, используемые в нашей лаборатории для приготовления мазков клеток серозных оболочек, 
костного мозга и соскоба шейки матки, приведены в табл. 4.17—4.19. Мазки окрашивают затем с помощью 
антител к эпителиальным антигенам, например эпителиальному мембранному антигену или кератинам. Для 
работы с более лабильными антигенами данные методики можно модифицировать. 
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Рис. 4.9. Препарат человеческого легкого 
(постмортальный материал), окрашенный 
с помощью гибридизации in situ для 
выявления цитомегаловируса, Шкала 30 
мкм. Препарат окрашен Паллетом (С. D. 
Pallett). 
 

 
На рис. 4.10 представлена фотография мазка, приготовленного из соскоба шейки матки и окрашенного 

непрямым методом. В качестве первого использовалось кроличье антитело против эпителиального 
мембранного антигена в разведении 1:500; вторым антителом служил антикроличий Ig овцы, конъюгиро-
ванный с щелочной фосфатазой в разведении 1: 100. Оба реагента были получены в нашей лаборатории. 
Цветная реакция проводилась с помощью быстрого красного TR, докрашивание — гемалауном Майера, 
покровные стекла приклеивали глицероловым желе. Нормальная клетка чешуйчатого эпителия не окрашена, 
тогда как в клетке с измененным ядром окрашены как мембрана, так и цитоплазма. 

 

11. Количественная оценка 
Количественная оценка результатов иммуногистохимического окрашивания связана с большими 

трудностями, и в литературе имеется лишь несколько сообщений на эту тему. В настоящее время наилучший 
подход состоит в том, чтобы приспособить методы, используемые в цитохимии. Для определения средней 
оптической плотности клетки при длине волны света, попадающей в область линейного поглощения красителя, 
можно использовать сканирующий и интегрирующий микроденситометр [15]. Определение занимает много 
времени, поскольку каждую клетку необходимо измерять отдельно. Вероятно, его проще применять на 
цитологических препаратах, где можно сразу измерить целую клетку. 

При проведении количественных измерений необходимо строго контролировать все переменные, включая 
температуру. 

 
Таблица 4.17. Получение мазков серозных выпотов 

 
А. При небольшом загрязнении красными кровяными клетками. 
1. Отцентрифугируйте 'препарат в течение 5 мин при 300 g. 
2. Удалите супернатант и рассмотрите осадок. 
3. Если он цвета крови, то надо удалить эритроциты (см. ниже). 
4. Если осадок относительно свободен от крови, ресуспендируйте его в 20 мл ФСБ и вновь 
отцентрифугируйте. Повторите промывку. 
5. Слейте супернатант и ресуспендируйте клетки в возможно меньшем объеме ФСБ. 
6. Нанесите каплю на чистое предметное стекло и сделайте вторым стеклом мазок, как для клеток 
крови. Немедленно зафиксируйте его 95%-ным спиртом и оставьте в нем не менее, чем на 1 час. 
7. Храните препарат в спирте, или нанесите на него карбовакс и храните при —20 °С. 
 
Б. Из окрашенных кровью выпотов. 
1. Промойте центрифугированный осадок 20 мл ФСБ и вновь отцентрифугируйте. Удалите 
супернатант. 
2. Размешайте центрифугированный осадок в 5 мл ФСБ. 
3. Подслоите под него 10 мл Lymphopiep*. 
4. Отцентрифугируйте 20 мин при 300 g. 
5. Удалите слой ядерных клеток со ступеньки градиента и перенесите их в чистую центрифужную 
пробирку. 
6. Отцентрифугируйте в течение 20 мин при 300 g и соберите супернатант. 
7. Продолжите, начиная с этапа 5, как указано, в А. 
 
* Lymphoprep представляет собой смесь метризоата натрия и фиколла, он выпускается фирмой 
Nyegaard и Со. 

 

 93 



 

12. Оборудование 
Для проведения данных работ помимо стандартного оборудования для получения срезов тканей, окраски 

срезов и мазков требуется только одно специальное приспособление — поддон для окраски. Конструкция его 
очень проста. Поддон используется для того, чтобы стекла со срезами лежали горизонтально во влажной 
атмосфере. Мы используем поддоны размером 36 X Х36 см и глубиной 5 см, разделенные внутри поперечными 
перегородками высотой 2,5 см. Поддон накрывается крышкой из полиметилметакрилата (Perspex, Lucite) (рис. 
4.11). Поддон устанавливается на столе с использованием спиртового уровня, для выравнивания под его углы 
подкладываются кусочки картона. Стекла с препаратами кладут на поперечные перегородки, и на дно наливают 
немного воды. При закрытой крышке это гарантирует вам, что растворы антител за время инкубации не 
испарятся. 

 
Рис. 4.10. Две клетки эпителия 
шейки матки из поврежденного 
участка» диагностированного 
как внутриэпителиальный рак 
2-ой стадии. Шкала10 мкм.  

 
 
В некоторых методиках рекомендуется инкубация при повышенной температуре, поэтому полезно иметь в 

лаборатории термостат. Чтобы ставить в него препараты, вам может потребоваться поддон меньших размеров. 
Его легко изготовить из коробки для сэндвичей, которые продаются в большинстве хозяйственных магазинов. 
Для инкубации при низких температурах поддон можно поместить в холодную комнату. 

Необходимое оборудование и методы для приготовления блоков ткани и резки срезов хорошо описаны в 
пособиях, указанных в списке литературы (например, [16]). 

 
 

Таблица 4.18. Изготовление мазков из кернов костного мозга 
 

1. С помощью гепаринизированного шприца отберите аспиратором 1—4мл костного мозга и поместите 
их в центрифужную пробирку объемом 50мл, содержащую 1000 ед. гепарина и 5 мл культуральной 
среды. 
2. Размешайте и доведите объем до 35 мл стерильным раствором. 
3. Подслоите 15 мл Lymphoprep (плотностью 1,077) (табл. 4.17). 
4. Отцентрифугируйте в течение 20 мин при 400 g. 
5. Отберите клеточный слой, перенесите его в чистую центрифужную пробирку и доведите объем с 
помощью ФСБ до 20 мл. 
6. Отцентрифугируйте в течение 15 мин при 400 g. 
7. Отберите 10 мл и опять доведите объем стерильным ФСБ до 20 мл. 
8. Отцентрифугируйте в течение 5 мин при 400 g. 
9. Отберите примерно 0,6 мл, хорошо перемешайте и перенесите в силиконизированную коническую 
центрифужную пробирку на 1 мл. 
10. Отцентрифугируйте. 
11. Отберите пипеткой супернатант, оставив объем, примерно равный объему осадка. 
12. Аккуратно ресуспендируйте и дезагрегируйте клетки, набирая суспензию примерно 10 раз в 
пипетку на 20 мкл, установленную на подходящий объем. 
13. Сделайте мазок и немедленно зафиксируйте его абсолютным этанолом. Оставьте не менее чем на 30 
мин. Храните при —20 °С. 
Аналогичный метод может быть использован для получения препарата ядерных клеток из 
периферической крови. 
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Рис. 4.11. Фотография поддона, 
использующегося при 
иммуногистохимическом 
окрашивании. 

 
Таблица 4.19. Получение мазков из соскобов шейки матки 

 
1. Сделайте соскоб с шейки матки деревянным шпателем. 
2. Отломите конец шпателя и погрузите его в 10 мл раствора Cellfix (1 г дитиотрейтола, растворенного 
в 600 мл ФСБ плюс 400 мл этанола). Слегка поболтайте и выньте шпатель. Клетки могут храниться в 
таком виде при 4°С. 
3. Отцентрифугируйте клетки и промойте их ФСБ. 
4. Ресуспендируйте клетки в возможно меньшем объеме ФСБ. Нанесите 10 мкл суспензии на чистое 
предметное стекло и дайте высохнуть. 
5. Храните мазки при —20 °С. 
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ГИСТОХИМИЯ И СВЕТОВАЯ МИКРОСКОПИЯ 
Ричард В. Хоробин 
 

1. Введение 
Световая микроскопия в сочетании с гистохимическим окрашиванием позволяет решить широкий спектр 

биологических проблем. Гистохимические методы развивались в основном под влиянием потребностей 
клинической медицины — для исследований в области патологии, гематологии и других областях. Однако 
этими методами постоянно пользуются и биологи различных профилей, от цитогенетиков до специалистов по 
сравнительной зоологии. Развитие методологии всегда было обусловлено потребностями исследователей, как 
это можно видеть на примере недавно созданных методов гибридизации нуклеиновых кислот in situ, 
основанных на микроскопии. Гистохимия ориентирована в основном на биологию, однако она применяется и в 
пищевой промышленности, металлургии, химии полимеров и многих других областях. 

Приводимые в данной главе экспериментальные методики отражают, следовательно, лишь сравнительно 
небольшую часть существующих методов. В предлагаемой главе можно найти полезный совет и общий обзор 
проблем, рассчитанный на исследователей, имеющих разную подготовку. Практические методики можно найти 
в гл. 4 и 6 данной книги, а также в литературе, список которой приведен в конце главы. 

1.1. Объекты для гистохимического окрашивания 

1.1.1. Что такое окрашивание? 
Обычно гистохимическое окрашивание производится с целью микроскопического исследования состава, 

строения и функций биологических объектов. Процесс окрашивания можно рассматривать как нанесение 
видимых меток на интересующие объекты. Для целей световой микроскопии обычно используются 
окрашенные метки — они могут поглощать или испускать свет. Очень часто метки имеют характерную форму. 

1.1.2. Информация, получаемая с помощью окрашивания 
Применение гистохимического окрашивания в сочетании с микроскопией позволяет сразу определить, чем 

является то, что» мы наблюдаем. Иногда гистохимическое окрашивание позволяет также получить и 
количественные данные. 

Но ответ на вопрос «что это?» дается не обязательно в химических терминах, несмотря на название метода. 
С помощью гистохимического окрашивания можно, разумеется, определить разнообразные химические 
объекты, начиная от фрагментов молекул и кончая специфическими молекулами или классами веществ. Кроме 
этого, гистохимия часто применяется для идентификации биологических объектов, причем с точки зрения их 
биологической роли, а не химического состава. Так, важно бывает установить наличие лизосом в клетке, а 
особенности состава ферментов в данных органеллах могут не представлять интереса. С другой стороны, 
выявляемые структуры могут сами па себе не быть предметом исследования, и применение гистохимических 
процедур в таких случаях направлено на обнаружение различных биологических процессов. Например, они 
позволяют прямо наблюдать активность нейронов или определять жизнеспособность клеток. Наконец, 
гистохимическое окрашивание может использоваться для изучения морфологии. Примеры многочисленных 
типов гистохимической информации, которые можно получить, представлены в табл. 5.1. 

1.2. Физико-химические основы типичных методов окрашивания 
Для сознательного применения гистохимических методов необходимо иметь некоторые представления об 

их физико-химических основах. Поскольку в практических руководствах такие сведения обычно не приводятся, 
здесь будет дано общее введение в проблему. Более подробные объяснения читатель может найти в других 
монографиях [1, 2]. 

1.2.1. Внешнее разнообразие, но единство в основе 
Развитие методов гистохимического окрашивания можно представить себе как ряд технических 

достижений, слабо подкрепленных пониманием физико-химических основ процесса. В девятнадцатом столетии 
использовались синтетические красители и серебрение. Потом наступил период увлечения гистохимическими 
окрасками с индукцией цветообразования и параллельно ему началось развитие гистохимии ферментов. Затем 
появились методы с использованием меченых антител, а сейчас существуют методы гибридизации in situ 
нуклеиновых кислот и окрашивания флуорохромами для изучения свойств живых клеток. На каждом этапе в 
общий арсенал гистохимии добавлялись новые методы, вспомним, например, о широко используемых методах 
окрашивания гематоксилином и эозином, золочении астроцитов по Рамон-и-Кахалу, реакции Фёльгена для 
ядерной ДНК, методах азоокрашивания для гидролитических ферментов. 
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Таблица 5.1. Примеры объектов, которые можно исследовать с 

помощью гистохимических методов 
 

Объект исследования Получаемая информация 
Химический объект 
Фрагмент молекулы Альдегидная группа, дисульфидный мостик 

 
Индивидуальное вещество Гликоген, сукцинатдегидрогеназа 
Класс веществ Гликозаминогликаны (GAG), нейтральные липиды 
Биологический объект 
Молекулярный Антиген, рецептор гормона 
Субклеточный Центриоль, лизосома, митохондрия 
Клеточный Т-хелперы (лимфоциты), тучные клетки 
Организм Грамположительные и грамотрицательные бактерии 
Биологический процесс 
Субклеточный Биение ресничек, переваривание в лизосомах 
Клеточный Нейронная активность, фагоцитоз 
На уровне целого организма Подвижность, жизнеспособность 
Морфология 
Наличие связей Нейронная сеть 
Распределение Типы лимфоцитов в центрах размножения 
Форма поверхности Межклеточные пространства в эпителии 

 
Многие биологи, однако, постоянно пользуются в своей работе одной или несколькими гистохимическими 

методиками. Вследствие этого редко кто представляет себе, насколько принципиально близки между собой 
разные типы гистохимических окрасок и что некоторые проблемы и трудности являются общими для разных 
методов. Приверженцы каждой новой волны в истории гистохимии изобретали немало велосипедов. 

В гистохимии исследователь всегда имеет дело с двухфазными системами, касается ли это мазков, срезов 
или суспензии клеток. Импрегнация серебром или окрашивание с протравливанием— это не просто примеры 
окислительно-восстановительных реакций или координационных химических взаимодействий. Процедура 
окрашивания периодатом—основанием Шиффа не просто пример из органической химии. Гистохимия 
ферментов не сводится только к биохимии. Иммуноцитохимия — это больше, чем иммунология. Как и 
окрашивание, данные методы основаны на избирательном связывании реактивов, содержащихся в растворе, с 
твердой фазой препарата и избирательном выходе продуктов и/или реагентов из препарата в раствор. На 
практике эти связывания и потери зависят одновременно от факторов, влияющих на равновесие и на скорость. 

1.2.2. Факторы, влияющие на равновесие, и эффекты сродства 
Когда распределение красящего вещества между раствором и препаратом сдвинуто в сторону последнего, то 

говорят, что система краситель—препарат обладает большим сродством. На характер равновесного 
распределения влияют все компоненты системы: разумеется, большое значение имеют взаимодействия 
реактив—препарат, но часто существенны также взаимодействия друг с другом двух реактивов и даже 
растворителей. Примеры обычно встречающегося сродства будут кратко обсуждаться ниже. 

I. Силы, обусловливающие взаимодействие между реактивом и препаратом. Наиболее распространенными 
являются короткодействующие межмолекулярные силы, такие как диполь-дипольное и дисперсионное 
взаимодействия; затем следуют так называемые вандерваальсовы силы. Они участвуют во взаимодействиях 
между всеми молекулами, но сильнее проявляются в тех случаях, когда взаимодействующие молекулы 
способны к поляризации или имеют большие дипольные моменты. Последним условиям удовлетворяют многие 
гистохимические красители, содержащие большую ароматическую часть, а также такие компоненты 
биополимеров, как остатки ароматических аминокислот и гетероциклические основания нуклеиновых кислот. 
Таким образом, изменения размеров ароматической части в молекулах красителей могут сильно влиять на 
окрашивание. 

Многие красители и биополимеры являются ионами, поэтому важную роль в их взаимодействии играют 
кулоновские силы. Поскольку эти электрические силы зависят от рН или от концентрации нейтрального 
электролита, то, варьируя названные параметры раствора, можно регулировать окраску препаратов ионными 
реактивами. 

Некоторые способы окраски основаны на взаимодействии красителя и препарата с образованием 
водородных связей. В водных растворах на это взаимодействие будет накладываться образование водородных 
связей с молекулами воды, так что, хотя данные связи и являются сильными, их общий вклад в' сродство 
красителя и препарата неясен. 

В отличие от водородных связей значение наиболее сильных взаимодействий реактив—препарат, а именно 
ковалентных связей, очевидно. При некоторых методах окрашивания происходит образование и разрушение 
ковалентных связей, в результате чего компоненты препарата превращаются в окрашенные производные; в 
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других методах используется введение окрашенных меток в определенные участки молекул. Характер 
ковалентных связей различен. Те из них, в которых участвуют ионы металлов, являются очень полярными, и 
красители, действующие на основе таких взаимодействий, иногда называют в гистохимической литературе 
«протравой». 

II. Взаимодействия краситель—краситель. Сродство препарата к красителю может возникнуть в результате 
такого взаимодействия, даже если при этом нет прямой реакции взаимодействия между красителем и 
препаратом. Ионные кристаллы сульфида свинца, откладывающиеся в местах активности ферментов, 
нерастворимы в воде и в спирте благодаря сильным кулоновским взаимодействиям между катионами свинца и 
анионами сульфида. Биологические препараты в данном случае просто выполняют роль матрикса, содержащего 
уже сформировавшиеся кристаллы. Другим примером такого рода является отложение металлического серебра 
при импрегнации. Сюда же относятся метахроматическое окрашивание и гистохимическая методика выявления 
ферментов с помощью азокрасителей, так как при этом для получения окраски используется взаимодействие 
красителя с препаратом или красителей между собой. 

III. Энтропийные эффекты. Еще одним примером сродства, не связанного непосредственно со 
взаимодействием красителя с препаратом, является гидрофобное связывание. Этот процесс зависит от энтропии 
и происходит только в водных растворах. Он состоит в том, что гидрофобные молекулы реактива включаются в 
гидрофобные биологические структуры, что сопровождается разрывом водородных связей между молекулами 
реактива и воды. Поскольку гистохимическое окрашивание представляет само по себе двухфазный процесс, то 
распределение красящих реактивов между раствором и препаратом зависит от энтропии. Примеры красителей, 
действие которых основано на связях разных типов, приведены в табл. 5.2. 

Из объяснения, данного выше, не следует делать вывод о том, что избирательное окрашивание происходит 
только за счет эффектов сродства. На практике число мест связывания красителя так же важно, как и сродство 
красителя к реактиву. Кроме того, окрашивание часто производят быстро, поскольку, с одной стороны, это 
удобно, а с другой — биологические препараты часто нестабильны. В результате равновесие при окрашивании 
достигается далеко не всегда, и избирательность окрашивания часто обусловлена скоростью окраски. 

 
Таблица 5.2. Классификация гистохимических реакций по типу сродства красителя к препарату 

 
Тип сродства Примеры методов окрашивания 

Взаимодействие реагент—препарат 
Вандерваальсовы силы Выявление дегидрогеназ с использованием солей тетразолия 
Кулоновские силы Окрашивание основными красителями кислых 

гликозаминогликанов 
Водородные связи Окрашивание гликогена кармином Беста 
Ковалентные связи Связывание (хелатирование) ионов кальция ализариновым 

красным S * 
Взаимодействие реагент—реагент 
Любое из перечисленных выше Отложение тионинпикрата в костных канальцах 
Взаимодействие растворитель—растворитель 
Гидрофобные связи Окрашивание ксилемы гидрофобными основными красителями 

 * Описание номенклатуры красителей см. в разд. 5.4. 
 

1.2.3. Зависимость избирательности от скорости окраски 
Эффекты, обусловленные скоростью окрашивания, можно использовать для получения избирательной 

окраски, однако они могут проявляться и неожиданно, давая артефакты. 
I. Скорость диффузии. Диффузия может ограничивать либо скорость проникновения веществ в различные 

компартменты неокрашенного препарата («прогрессивное окрашивание»), либо скорость выхода веществ из 
различных компартментов окрашенного препарата («регрессивное» или «дифференцировочное» окрашивание). 

Дифференциальная проницаемость различных компартментов в биологических препаратах обусловлена 
многими факторами. Плотные структуры или структуры с большим содержанием поперечно сшитых либо 
слабо гидратированных полимеров обычно мало проницаемы, и наоборот. На скорость диффузии также влияет 
процесс приготовления препарата. Фиксация, вызывающая образование поперечных сшивок между белками, 
например фиксация глутаровым альдегидом, снижает скорость диффузии. Напротив, на некоторых стадиях 
процесса приготовления препарата может увеличиться степень дисперсности биологического препарата. 
Замораживание/высушивание, коагулирующие фиксаторы, обезвоживающие агенты, такие, как спирт, и 
заливка в парафин, — их применение может привести к повреждению клеток и тканей, к увеличению площади 
поверхности и вследствие этого к возрастанию проницаемости. Кроме того, скорость диффузии зависит от 
общей конфигурации препарата. Быстро окрашиваются монослои уплощенных клеток, подготовленные для 
цитологической или гематологической диагностики, а также тонкие срезы, полученные с твердых блоков ткани 
на криостате или с залитых в парафин блоков, которые красят после удаления парафина. Напротив, медленно 
окрашиваются срезы материала, залитого в пластик, а также толстые парафиновые или криостатные срезы, 
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изготавливаемые для нейроанатомических исследований. В табл. 5.3 приведены примеры различных методов 
окрашивания и влияющие на них факторы. 

На скорость диффузии влияет также молекулярная структура веществ. Проще всего учесть влияние 
размеров: чем больше молекула, тем медленнее она диффундирует. Макромолекулярные вещества, такие как 
меченые антитела (гл. 4), в основном не проникают в живые клетки и в пластиковые срезы. Даже у красителей с 
гораздо меньшими размерами молекул обнаруживается сильно замедленная скорость диффузии, если их 
молекулярный или ионный вес превосходит несколько сотен дальтон. Другим существенным фактором 
является сродство реагента и ткани. Только вещества с низким сродством могут быстро диффундировать. 
Синергидного усиления избирательности окраски можно добиться, используя для окраски препарата, 
содержащего структуры с различной проницаемостью, два красителя с разными по размерам молекулами. 
Классическим примером такой системы окрашивания является трехцветный метод (окраска по Маллори), при 
котором высокопроницаемые коллагеновые волокна избирательно окрашиваются кислыми красителями с 
крупными размерами молекул, а сравнительно малопроницаемая цитоплазма клеток—кислыми красителями с 
малыми размерами молекул. 

Все методы, основанные на различиях в диффузии, чувствительны к способу фиксации, времени и 
температуре окрашивания, а также к другим факторам, влияющим на диффузию. 

 
Таблица 5.3. Влияние проницаемости препарата на зависимое от скорости окрашивание 

 
 Факторы, влияющие на 

проницаемость 
Примеры окрашивания 

Структуры с низкой проницаемостью 
А- и Z-диски в 
поперечнополосатых мышцах 

Белки плотно упакованы и 
обладают поэтому 
большой плотностью 

В плотных структурах железный 
гематоксилин сохраняется при 
дифференцировке 

Интактные клеточные 
мембраны живых или хорошо 
зафиксированных клеток 

Упорядоченные, богатые 
липидами слои 

Антитела не попадают в клетки, что 
дает негативные артефакты при 
иммунном окрашивании 

Структуры с высокой проницаемостью 
Гликозаминогликаны, 
например в матриксе хряща 
или в слизи 

Гидратированные ионы и 
гидроксильные группы, 
вызывающие набухание 
препарата 

Даже крупные молекулы основных 
красителей, например альцианового 
синего, могут проникать в 
гидратированные гликозаминогликаны 

Цитологические мазки Клетки образуют плоский 
монослой, разрушенный 
спиртовой фиксацией 

Даже крупные молекулы кислого 
красителя Папаниколау быстро 
проникают в клетки 

 
II. Скорость реакции. При некоторых методах импрегнации препарат сначала обрабатывают солью серебра, 

а затем восстановителем. Скорость восстановления должна быть не слишком велика, иначе все структуры 
покроются микрокристаллами серебра; но она не может быть и слишком низкой, иначе окраска вовсе не 
появится. Другой пример можно найти в гистохимии ферментов: выявление кислой и щелочной фосфатаз. Эти 
ферменты хотя и гидролизуют одни и те же субстраты, но имеют различные оптимумы рН. Продолжительная 
инкубация с субстратом приведет к появлению окраски в местах локализации обоих ферментов вне 
зависимости от рН. И наконец, последний пример — окрашивание периодатом—реактивом Шиффа. Оно 
включает в себя начальное окисление полисахаридов тканей, >при котором в них образуются альдегидные 
группы, выявляемые затем с помощью реактива Шиффа. Избирательность окрас--ки обусловлена быстротой 
реакции периодата с углеводами и более медленным окислением других биополимеров. 

1.2.4. Катализ и другие способы воздействия на избирательность окрашивания 
I. Каталитическое окрашивание. При некоторых видах окрашивания избирательность обусловлена тем, что 

в определенных участках препарата катализируются реакции, делающие эти места видимыми. Такой катализ 
может быть природным, а может быть индуцирован химически. Примерами первого типа являются ферменты: 
используя их специфические каталитические способности, можно превращать субстраты в окрашенные 
производные. В некоторых случаях визуализация достигается сразу, если подобраны подходящие субстраты, 
однако чаще для выявления фермента требуется инкубация препарата с соответствующим субстратом, а затем 
— превращение бесцветного промежуточного соединения в окрашенный конечный продукт с помощью 
визуализирующей реакции. Примерами таких методик служит выявление дегидрогеназ цикла Кребса. 
Препараты тканей инкубируют с соответствующими субстратами, при этом в местах локализации дегидрогеназ 
образуются протоны и электроны. Они улавливаются и визуализируются в результате реакции с солями 
тетразолия, в ходе которой образуется нерастворимый окрашенный пигмент — формазан. В рамках описанного 
подхода существует множество вариантов, позволяющих выявлять широкий круг ферментов. 

Иногда участки каталитической активности создаются в результате химической обработки препарата. В 
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качестве примера приведем метод выявления ионов металлов, присутствующих внутри клеток в очень низких 
концентрациях. Для этого металлы в первую очередь переводят в форму сульфидов. Сульфиды, даже имеющие 
окраску, присутствуют в слишком низких концентрациях, чтобы их можно было увидеть. Однако при 
использовании физических проявителей отложения сульфидов многих металлов катализируют восстановление 
Ag+ в металлическое серебро. Инкубацию препарата с солями серебра и проявителем можно продолжать до тех 
пор, пока в препарате не образуется достаточного количества металлического серебра, чтобы его можно было 
видеть. 

II. Негативное окрашивание. Оно используется для выявления профиля поверхности образца и состоит в 
том, что краситель откладывается на поверхностях содержащихся в препарате структур. Как и при некоторых 
методах, упомянутых выше, здесь нет сил, обусловливающих взаимодействие красителя с препаратом. 
Негативное окрашивание позволяет хорошо выявлять внутри- и межклеточные каналы и канальцы, а также 
очертания клеток грибов или спирохет. 

III. Прижизненное и флуоресцентное окрашивание. Если добавлять красители или флуорохромы к живым 
клеткам и тканям, то развивающаяся окраска в значительной степени отражает идущие в них физиологические 
и биохимические процессы. Классическим примером служит картирование распределения макрофагов в теле 
млекопитающих, выполненное с помощью красителя синего Эванса, который является индикатором 
фагоцитоза, поскольку накапливается во вторичных лизосомах. В настоящее время для подобных целей широко 
используются флуоресцентные красители, поскольку увеличение чувствительности, достигаемое при 
флуоресценции, позволяет понизить концентрации используемых реактивов и уменьшить токсическое действие 
красителей. Данный подход сейчас часто называют «использование флуоресцентных зондов». Он применяется 
для решения широкого круга проблем. Например, тест на жизнеспособность культивируемых клеток может 
быть основан на том, что интактные клетки не поглощают гидрофильные красители, но проницаемы для 
гидрофобных красителей [разд. 3.2.2 (I), табл. 5.18]. Другой функцией, которую можно тестировать, используя 
потенциал-зависимые флуорохромы, является нейронная активность в центральной нервной системе. 

 

2. Приготовление и хранение срезов препаратов 

2.1. Необходимые характеристики препарата 
Для того чтобы препараты можно было просматривать в световой микроскоп, они не должны быть ни 

слишком тонкими, ни слишком толстыми. Если препараты слишком толстые, избыток деталей может 
затруднить анализ. Если они слишком тонкие, то может оказаться недостаточным контраст, и соотношение 
различных компонентов останется неясным. Для большинства работ подходящая толщина биологического 
материала составляет несколько микрон, что меньше диаметра большинства клеток млекопитающих, но 
больше, чем размер многих органелл. Для получения таких тонких слоев исходное состояние многих образцов 
необходимо радикально изменить. В определенных случаях можно просматривать толстые слои, избавляясь от 
лишней информации с помощью избирательного окрашивания или с помощью специальных оптических 
методов, например стереоскопии. 

Некоторые биологические препараты, например целлюлозные стенки клеток или волосы млекопитающих, 
исключительно прочны. Однако, большинство живых клеток легко повреждаются, и попытка непосредственно 
получить с них тонкие срезы приведет » полному нарушению их морфологии. Таким образом, почти все 
препараты можно исследовать только после проведения определенных стабилизирующих процедур, 
направленных одновременно на сохранение структуры и химического состава клеток. Такая стабилизация 
должна не только защищать объект от механического повреждения, но и препятствовать автолизу, заражению 
микроорганизмами, экстракции и осмотическому повреждению в растворителях, которые используются в 
процессе приготовления препаратов. Нужные для стабилизации процедуры часто приводят к гибели клеток или 
применяются для мертвых препаратов. Иногда клетки должны оставаться живыми в процессе наблюдения, и 
тогда необходимо принимать специальные меры предосторожности, чтобы не повредить их. 

Разумеется, требующиеся для микроскопии тонкие слои очень хрупкие и требуют аккуратного обращения 
как до, так и после окрашивания. Окрашенные слои должны быть обработаны определенным образом для 
уменьшения выцветания и получения минимального светорассеяния от них в микроскопе. 

2.2. Методы приготовления и хранения препаратов 

2.2.1. Получение тонких слоев 
Методы приготовления тонких слоев включают в себя нанесение капель и приготовление мазков из 

жидкостей, получение мазков из мягких субстратов, изготовление срезов плотных тканей на микротоме или 
криостате и измельчение (растирание) особо твердых образцов. Изготовление срезов изредка проводится на 
нативном материале (который чаще всего отверждают путем замораживания) и наиболее часто на препаратах, 
предварительно заключенных в твердую среду. Одна из самых распространенных методик состоит в пропитке 
препарата расплавленным парафином с последующим охлаждением. Более современные методы — это заливка 
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в пластик, когда препарат пропитывают мономером, который затем полимеризуется, образуя твердые блоки. 

Препараты, из которых можно делать тонкие слои, получают следующим образом. Жидкие препараты 
можно отбирать с помощью пипетки или шприца. Если концентрация клеток в жидкости низка, то 
дополнительно вводится процедура концентрирования их с помощью центрифугирования, фильтрации или 
осаждения. Для получения клеточного материала с влажных поверхностей можно использовать мазок, а с сухих 
поверхностей — липкую ленту, которую надо приложить и отнять. Кусочки твердых тканей можно отделить 
скальпелем или другим лезвием или из них можно взять керн с помощью иглы. Для резки особо твердых 
блоков их иногда перед микротомией размягчают. 

 
Таблица 5.4. Получение тонких слоев из биологических образцов 

 
Биологический материал Характер тонкого слоя Применяемая процедура 

Жидкости 
Суспензии с высоким содержанием 
клеток (например, кровь) 

Клеточный монослой на 
предметном стекле 

Мазок или отпечаток на стекле 

Суспензии с низким содержанием 
клеток (например, моча или 
спинномозговая жидкость) 

Клеточный монослой на 
фильтре 

Пропустить жидкость через фильтр 

Рыхлые образцы 
Костный мозг Клеточный монослой Суспендировать клетки в буфере и 

сделать мазок на предметном стекле 
Спинной мозг Клеточный монослой Сделать отпечаток на стекле 
Плотные образцы 
Эпителий шейки матки Клеточный монослой Собрать поверхностные клетки 

тампоном и сделать мазок на стекле 
Плотный орган (например, печень) Тонкий срез Заморозить, резать на криостате 
Плотный орган (например, почка) Тонкий срез в пластике Залить в пластик, резать на 

микротоме 
Твердые образцы 
Минерализованная кость Толстый срез Прикрепить к стеклу, сделать шлиф 
Деревянистый стебель растения Тонкий срез или 

клеточная суспензия 
Размягчить, нарезать на микротоме 
или мацерировать и суспендировать 

 
Некоторые общие принципы получения тонких слоев с различных биологических образцов приведены в 

табл. 5.4, а специальные примеры — в табл. 5.5 и 5.6. 

2.2.2. Стабилизация окрашенных и неокрашенных препаратов 
I. Фиксация и ее заменители. Обычно биологические образцы стабилизируют с помощью фиксации, в 

результате которой растворимые нативные компоненты клеток и тканей превращаются в нерастворимые 
производные. Для достижения этого существует множество способов фиксации, начиная от нагревания и 
кончая применением органических растворителей или реакционно-способных органических либо 
неорганических соединений. Однако во всех случаях при фиксации имеет место один или несколько из четырех 
ключевых процессов. 

1. Денатурация белков — если ее не произойдет, то большинство клеток растворится в процессе 
приготовления или окрашивания препарата. 

2. Поперечное «сшивание» внутриклеточного содержимого, например белков глутаровым альдегидом или 
ненасыщенных липидов четырехокисью осмия. 

3. Образование нерастворимых комплексов, например между внутриклеточными катионами меди и 
анионами сульфида. 

4. Вещества, которые не изменяются при фиксации, могут быть стабилизированы с помощью сети, 
образующейся из фиксированных белков или липидов. 

 
Таблица 5.5. Изготовление тонких слоев хорошо диспергированных клеток 

из препаратов мочи методом отпечатков на фильтрах 
 

1. Поместите нитроцеллюлозный фильтр Millipore™ с диаметром пор 8 мкм в подходящий аппарат и 
увлажните мембрану физиологическим раствором. 
2. Профильтруйте препарат мочи* под отрицательным давлением (15—20 мм рт. ст.) с помощью 
водоструйного насоса. 
3. Снимите фильтр с аппарата для фильтрации и поместите его клетками вниз на покрытое альбумином 
предметное стекло. Слегка прижмите фильтр, например с помощью промокательницы**. 
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4. Удалите фильтр и перенесите стекло, которое теперь содержит отпечаток клеток, в ванночку с 
фиксатором — 95%-ным этанолом. 
 
* Если мочу фильтруют не сразу после взятия, то к ней следует добавить протектор, т. е. 
бактерицидное вещество, например мертиолат, или фиксатор, например разбавленный формалин. 
** Можно собрать клетки тем же способом, но используя стекло, только что вынутое из морозильника. 

 
 
Таким образом, стабилизация содержимого препарата достигается применением такой фиксирующей смеси, 

которая делает нерастворимыми интересующие вас компоненты. Сохранение морфологии зависит в первую 
очередь от стабилизации белков. Однако возможности фиксации в определенной степени ограничены. 
Разумеется, не все вещества можно сохранить в препарате. Например, трудно сохранить в нем насыщенные 
липиды, низкомолекулярные водорастворимые компоненты, такие как аминокислоты. Другая проблема 
возникает из-за избыточности фиксации. Ярким примером этого может служить выявление ферментативной 
активности. Многие белки плохо сохраняются в клетках, если они не денатурированы и не сшиты поперечными 
связями, но в результате подобной модификации структуры часто подавляется их ферментативная активность. 

 
Таблица 5.6. Получение тонких слоев из твердых препаратов 

(дерево) с помощью мацерации 
 

1. С помощью скальпеля или бритвенного лезвия настрогайте деревянный препарат на тонкие стружки. 
2. Мацерируйте стружки, замачивая их в смеси, содержащей равные объемы 1 М азотной и хромовой 
кислот, до тех пор пока концы стружек не начнут размочаливаться (В зависимости от типа древесины и 
размеров кусочка процесс мацерации может занять до 24 часов, однако его можно ускорить, осторожно 
подогревая раствор). 
3. Отмойте препарат от мацерирующего раствора, несколько раз сменяя воду. 
4. Разделите волокна, аккуратно раздергивая их иголкой (получающиеся волокна можно окрасить в 
суспензии). 

 
 
Для выхода из этой ситуации были предложены два совершенно различных подхода. Первый состоит в том, 

чтобы уменьшить нежелательные эффекты, сохраняя, по возможности, некоторые преимущества фиксации. Для 
этого предлагаются компромиссные решения, например уменьшение времени фиксации и снижение 
температуры фиксатора, проведение фиксации после окраски, проверка возможности применения новых 
фиксаторов, например паров бензохинона. Другой подход состоит в том, чтобы вообще избежать фиксации. 
Например, для иммунного окрашивания или гистохимического выявления ферментов используются 
нефиксированные срезы, получаемые на криостате. Однако при такой подготовке материала теряется 
значительная часть его содержимого, и если даже нужные структуры сохранились, все же морфология 
препарата страдает. Потерю макромолекул можно уменьшить или вообще свести на нет путем покрытия 
криостатных срезов полупроницаемой мембраной или добавления к растворам красителей коллоидных 
протекторов. Тем не менее, полной стабилизации содержимого и сохранения морфологии, как правило, нельзя 
достичь одновременно. Поэтому, для того чтобы подобрать наилучшую методику для каждого конкретного 
вопроса и препарата, нужен эмпирический подход. Разумеется, это не означает, что в такой работе не 
существует каких-либо общих правил (табл. 5.7). 

II. Монтирование окрашенных препаратов. Проблема стабилизации препаратов после окрашивания 
представляет особую область. Обычно это делается путем заключения препарата в среду с высоким 
показателем преломления. Такая изоляция от окружающей среды предохраняет его от микроорганизмов и 
препятствует выцветанию. Более того, высокий показатель преломления среды снижает светорассеяние на 
границе препарат— воздух, что создает лучшие условия для микроскопических наблюдений. Среды для 
заключения часто поставляются в виде растворов, которые, высыхая, оставляют препарат заключенным в 
твердую пленку. Примерами являются раствор полистирена в ксилоле и поливинилового спирта в воде. Другие 
среды, такие как желатина или глицерол, применяются в виде невысыхающих растворов; иногда для той же 
цели используется иммерсионное масло. Такой широкий спектр заливочных сред отражает необходимость 
компромисса между прочностью препарата, с одной стороны, и удобством работы с ним — с другой. Надо 
иметь возможность выбора для того, чтобы можно было избежать применения тех заливочных сред, которые 
будут вымывать краситель или реагировать с ним. Так, препараты, окрашенные гидрофильными реактивами 
типа сульфонированных кислых красителей, заключают в гидрофобные среды типа полистирена, поскольку 
водный раствор желатины имеет сродство к красителям, что может привести к их экстракции. 

 
Таблица 5.7. Методы стабилизации различных компонентов биологических препаратов 

 
Класс веществ Метод стабилизации 
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Гликозаминогликаны Преципитация солями ацетилпиридина 
Липиды 1. Резка на криостате без использования органических 

растворителей 
2. Поперечная сшивка фиксаторами: четырехокисью осмия или 
бихроматом калия 

Нуклеиновые кислоты 
(например, ДНК и рРНК) 

Удерживаются фиксацией ассоциированных белков; можно 
использовать слабокислые фиксаторы (метанол — уксусная 
кислота), предотвращающие растворение ДНК 

Нейтральные полисахариды 
(например, гликоген) 

Удерживаются фиксацией окружающих белков; чтобы 
предотвратить экстракцию, пользуйтесь неводными растворами 
(например, формоловым спиртом) 

Белки Используйте денатурирующие и/или поперечно сшивающие 
фиксаторы (спирт или глутаровый альдегид) 

Белковые антигены и 
активные центры ферментов 

1. Применяйте нефиксированные криостатные срезы 
2. Фиксируйте формалином, а затем демаскируйте с помощью 
протеаз (антигены) 
3. Делайте срезы на криостате и используйте коллоидные 
защитные вещества, нанесенные на полупроницаемую мембрану 
(для ферментов) 

 

2.2.3. Приготовление препарата должно быть ориентировано на решение конкретной проблемы 
Если перед вами стоит задача гистохимически исследовать биологический материал, то сразу возникает 

вопрос о выборе подходящего метода подготовки препарата. При этом необходимо одновременно принимать во 
внимание три вещи: 1) природу препарата; .2) доступные технические методы; 3) вид информации о препарате, 
которую желательно получить. Необходимость такой троякой направленности можно проиллюстрировать на 
примере некоторых типичных условий и дилемм, возникающих в связи с приготовлением препаратов. Если 
основным условием является сохранение морфологии, то необходимо заливать материал и делать с него срезы. 
Если же необходимо выявить ферментативную активность, то следует избегать фиксации, а также заливки с 
применением высоких температур и гидрофобных растворов. Однако обе задачи — выявление ферментативной 
активности и морфологии — могут быть доставлены одновременно. В такой ситуации одним из возможных 
подходов является короткая фиксация с последующей заливкой в водорастворимую среду типа 
гликольметакрилата и отверждением ее при низкой температуре. Однако для этого нужен микротом, на 
котором можно делать срезы с пластика, и сравнительно дорогой раствор пластмассы. Кроме того, сохранность 
исходного образца не всегда можно проконтролировать. Например, центральная лаборатория патологической 
гистологии может получать биопсийный материал из многих периферийных больниц. Этот материал обычно 
фиксирован нейтральным формалином. Получение препаратов в любом другом виде затруднительно или вовсе 
невозможно: хирургический персонал имеет свои собственные клинические приоритеты, и живот пациента 
должен быть благополучно зашит как можно быстрее. Тем не менее мы можем предложить некоторые 
обобщения, касающиеся методов получения препаратов (табл. 5.8). 

 

3. Что можно выявлять? Некоторые примеры 

3.1. Выявление химических свойств 

3.1.1. Химические фрагменты 
С помощью гистохимии можно выявить широкий спектр химических фрагментов: органические радикалы, 

такие, как аминогруппы, двойные углеродные связи, тиоловые группы, которые замещают какие-либо группы в 
молекулах биополимеров или являются составной частью мелких молекул. Этими методами выявляются также 
неорганические ионы, например анионы фосфата или сульфата, катионы кальция или железа, присутствующие 
как часть неорганических отложений (например, в кости) или связанные с органическими лигандами. 

Иногда химические фрагменты представляют биологический интерес сами по себе, например отложения 
кальция при формировании кости или вследствие патологической кальцификации поврежденных тканей. В 
других случаях химические фрагменты используются в качестве гистохимических маркеров. Так, в тканях 
часто выявляются альдегидные группы, хотя обычно концентрация их невелика. Тем не менее можно 
индуцировать образование альдегидов из таких компонентов ткани, как ДНК или полисахариды. Последующее 
выявление альдегидных групп позволяет определить эти исходные соединения. Выявление альдегидных групп. 
Предлагаемый ниже метод основан на использовании традиционного реактива Шиффа. Этот реактив 
взаимодействует с альдегидами благодаря своей реакционноспособной ариламиногруппе; богатые альдегидами 
участки окрашиваются в пурпурный цвет благодаря тому, что в процессе реакции образуется хромофор 
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трифенилметан. 

 
Таблица 5.8. Некоторые технические приемы получения препаратов 

для решения специальных задач 
 
Препарат Искомая информация Возможная процедура 

Костный мозг 1. Идентификация и 
относительная численность 
различных клеточных элементов 
 
2. Идентификация и подсчет 
числа моноцитов; 
пространственное распределение 
их в костном мозге 

Отберите пробу шприцем; 
сделайте мазок; 
зафиксируйте спиртом 
 
Отберите пробу так, чтобы сохранялась 
пространственная целостность; сделайте 
криостатные срезы; окрасьте на маркерный 
фермент (эстераза); зафиксируйте 
формальдегидом 

Тонкая кишка Локализация лизосом в 
макрофагах подслизистой 

Возьмите кусочек ткани; быстро зафиксируйте; 
залейте в гидрофильную смолу; окрасьте на 
маркерный фермент 

 
Методика выявления альдегидов приведена в табл. 5.9. Приготовление реактива Шиффа из широко 

доступного основного фуксина описано в табл. 5.10. Хотя реактив Шиффа и поступает в продажу, многие 
исследователи по-прежнему предпочитают готовить его самостоятельно. Способы избирательного образования 
альдегидных групп в различных биополимерах описаны в табл. 5.11. Вместе табл. 5.9 и 5.11 дают описание 
стандартного гистохимического метода определения ДНК и классов полисахаридов. В сносках указано, что для 
оптимального окрашивания необходимо уточнить условия проведения реакции соответственно конкретным 
особенностям приготовления препарата. 

 
Таблица 5.9. Метод выявления альдегидных групп 

 
1. Распарафинируйте срезы, зафиксированные, например, формалином, и перенесите их в воду. 
Криостатные или пластиковые срезы также поместите в воду. 
2. Поместите препараты в реактив Шиффа, изготовленный, как указано в табл. 5.10, на 15 мин. 
3. Промойте проточной водой в течение 5—10 мин*. 
4. Промойте 100%-ным этанолом, затем подержите в ксилоле и заключите в синтетическую смолу. 
 
Результат: богатые альдегидными группами участки окрасятся в пурпурный цвет. 
 
Контроль: Окрасьте препарат, заведомо богатый альдегидами, — он послужит положительным 
контролем. Для этой цели подойдут богатые гликогеном срезы печени. В гликогене альдегидные 
группы образуются в результате окисления его периодатом; в ДНК альдегидные группы образуются в 
результате кислотного гидролиза. 
 
Возможные трудности: если контроль не окрашивается, то замените реактив Шиффа. Если опытные 
срезы не окрашиваются, то прежде чем давать отрицательное заключение, попробуйте увеличить 
продолжительность обработки на этапах 2 и 3. 
 
* Оптимальная продолжительность окрашивания варьирует в зависимости от применяемых реактивов, 
способов фиксации и заливки материала. 

 
Таблица 5.10. Приготовление реактива Шиффа 

 
1. Растворите 1 г основного фуксина (парарозанилина или «нового фуксина») в 200 мл кипящей воды. 
2. Охладите раствор до 50 °С, добавьте и растворите 2 г метабисульфата калия или натрия. 
3. Охладите до комнатной температуры, добавьте 2 мл концентрированной соляной кислоты и в 
получившемся растворе суспендируйте 2 г активированного угля. 
4. Оставьте на ночь в темноте при комнатной температуре. 
5. Отфильтруйте активированный уголь и храните раствор красителя в холодильнике в темном 
контейнере. 
Возможные трудности: если раствор после фильтрации по-прежнему остается розовым, то надо 
заменить метабисульфат. Если раствор имеет оранжевый цвет и дает оранжевый фон при окрашивании, 
замените основной фуксин. 
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3.1.2. Специфические вещества 
Многие вещества можно окрасить специфически. Таким способом можно выявлять полимеры, например 

полисахариды кал-лозу и гликоген, структурные белки, такие как коллаген и гемоглобин, а также множество 
ферментов. Гистохимическими методами можно также выявлять низкомолекулярные вещества, от желчного 
пигмента до холестерола и различных витаминов. Кроме того, использование в гистохимии гибридизации in 
situ позволяет с помощью флуоресцентного зонда или радиоактивной метки выявлять многочисленные 
фрагменты нуклеиновых кислот, от генных последовательностей ДНК до цитоплазматических мРНК. Кроме 
того, многие биополимеры и другие более мелкие молекулы являются антигенами и могут быть в принципе 
выявлены с помощью иммуногистохимии. Читателю, интересующемуся более подробной информацией о ДНК-
зондах, флуоресценции и гистохимии хромосом, следует обратиться к гл. 3, 6 и 9. 

 
Таблица 5.11. Избирательные методы образования альдегидных групп в биополимерах 

 
Депуринизация ДНК путем гидролиза* 
1. Распарафинируйте срезы и перенесите их в воду, намочите Криостатные и пластиковые срезы**. 
2. Поместите срезы в 1 М НС1, предварительно нагретую до 60 °С, и проинкубируйте при данной 
температуре 10—15 мин*** ****. 
Окисление 1,2-карбоксильных групп в полисахаридах $ 
1. Распарафинируйте срезы и перенесите их в воду, намочите криостатные и пластиковые срезы. 
2. Обработайте срезы 1%-ной (объем к весу) периодной кислотой в течение 5 мин (сноска 1 к табл. 5.9). 
3. Хорошо промойте препарат в нескольких сменах воды. 
 
* Данная процедура в сочетании с методом выявления альдегидных групп, описанным в табл. 5.9, 
называется окрашиванием ДНК по Фёльгену. 
** Для фиксации пригодны большинство фиксаторов, за исключением кислотных (типа фиксатора 
Буэна), которые сами по себе вызывают гидролиз ДНК (сноска 4) и глутарового альдегида, который 
приводит к образованию альдегидных групп во всей ткани. 
*** Можно использовать 5 М НС1 при комнатной температуре. 
**** При слишком коротком времени гидролиза не образуются все альдегидные группы, а слишком 
продолжительный гидролиз приведет к вымыванию ДНК из препарата. Оптимальное время зависит от 
условий фиксации, так что если препарат оказался бледным, попробуйте изменить продолжительность 
гидролиза. 
$ Данный метод в сочетании с процедурой выявления альдегидов, описанной в табл. 5.9, получил 
название метода окрашивания периодатом — реактивом Шиффа (ШИК-метод, или, по-английски, PAS-
метод). 

 
 
Механизмы неиммунологического и негибридизационного окрашивания, которые мы здесь рассматриваем, 

различны. Некоторые вещества (например, желчный пигмент) можно сделать видимыми с помощью 
маркерного химического фрагмента или комбинации фрагментов. В других случаях маркерным может являться 
биофизическое свойство молекулы, например ее заряд, гидрофильность или гидрофобность, планарность и т. д. 
Идентификация может быть основана и на более сложных химических свойствах, как в гистохимии ферментов, 
где для получения окраски используется специфическая каталитическая активность фермента. Селективность 
может быть также обусловлена в большей степени свойствами молекулярных агрегатов, а не отдельных 
молекул — например, коллаген можно избирательно окрасить за счет того, что его фибриллы сильно набухают 
в кислом растворе. 

I. Выявление сукцинатдегидрогеназы. В этом гистохимическом методе выявления фермента препарат 
инкубируют в растворе, содержащем сукцинат — природный субстрат фермента — плюс соль тетразолия как 
индикатор окислительно-восстановительных процессов. В местах локализации фермента от сукцината 
каталитически отщепляется водород, в результате чего образуется фумарат, а также протоны и электроны. 
Ферментативный процесс выявляется за счет окисления электронами и протонами соли тетразолия, что ведет к 
образованию пурпурно-синего нерастворимого пигмента — формазана. 

Метод выявления сукцинатдегидрогеназы описан в табл. 5.12, а приготовление необходимых для него 
рактивов — в табл. 5.13. 

 
Таблица 5.12. Метод выявления сукцинатдегидрогеназы 

 
1. Сделайте на криостате срезы толщиной 5—7 мкм и смонтируйте их на покровное стекло*. Не 
фиксируйте**. 
2. Проинкубируйте срезы в течение 30—60 мин при 37 °С в растворе, указанном в табл. 5.13. 
3. Перенесите срезы в водный раствор формалина (как указано в табл. 5.13) на 15 мин. 
4. Промойте дистиллированной водой. 
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5. Если необходимо, докрасьте ядра 2%-ным (объем к весу) водным раствором метилового зеленого в 
течение 10 мин. 
6. Промойте дистиллированной водой. 
7. Проведите обезвоживание препарата в серии спиртов, затем в ксилоле и заключите его в 
синтетическую смолу. 
Результаты: В местах локализации сукцинатдегидрогеназы откладывается пурпурно-синий формазан. 
Если применялась докраска метиловым зеленым, то ядра окрашены в зеленый цвет. 
Контроль. Для проверки того, что окрашивание зависит от ферментативной активности, проведите 
процедуру, не добавляя сукцинат в инкубационную среду, или прогрейте сухие срезы при 80 °С в 
течение 1 часа перед инкубацией. 
Возможные трудности: следы розового окрашивания могут быть удалены на 4-м этапе с помощью 
ацетона. Если сохраняется интенсивное розовое окрашивание, то необходимо заменить соли 
тетразолия. 
* Для того чтобы уменьшить расход дорогих реактивов. 
** Фермент ингибируется формальдегидом, так что фиксацию для сохранения морфологии можно 
производить только после окрашивания. 

 
Таблица 5.13. Реактивы, необходимые для выявления сукцинатдегидрогеназы 

 
Концентрированные растворы 
Раствор субстрата 
1. Растворите 6,75 г двузамещенного сукцината натрия в 10 мл дистиллированной воды. 
2. Если окажется необходимым, доведите рН с помощью 1 М НС1 до 7,0—7,1. Раствор тетразолия 
1. Растворите 10 мг тетразолия нитросинего (или тетразолия тетранитросинего) в 2,5 мл 
дистиллированной воды. 
2. Добавьте 2,5 мл 0,2 М Трис-буфера (рН 7,4), 1 мл 0,05 М раствора MgCl2 и 3 мл дистиллированной 
воды. 
 
Рабочие растворы 
Солевой раствор формалина 
1. Смешайте 15 1мл коммерческого 40%-ного (вес на объем) водного раствора формальдегида с 85 мл 
воды. 
2. Добавьте и растворите 0,9 г NaCl. Инкубационный раствор 
1. Смешайте 1 мл концентрированного раствора субстрата с 9 мл раствора 
тетразолия. 
2. Нагрейте до 37 °С. 

 

3.1.3. Классы веществ 
Иногда получаемая методами гистохимии информация касается основных классов веществ, но не отдельных 

химических веществ. Так, мы можем исследовать распределение липидов в проксимальных почечных 
канальцах, но не можем получить какой-либо информации о конкретном составе данных липидов. Даже в тех 
случаях, когда существует более подробная химическая классификация, мы можем тем не менее очень мало 
продвинуться в идентификации отдельных веществ. Так, если пациент страдает от болезни накопления — 
метахроматической лейкодистрофии, то гистохимическое исследование с целью выявления сульфатидных 
отложений в макрофагах служит ценным методом диагностики, однако никакого более тонкого химического 
определения веществ в препарате с его помощью сделать 

нельзя. 
Еще раз отметим, что лежащие в основе гистохимических методов механизмы окрашивания очень 

разнообразны и включают все типы, описанные выше. 
I. Выявление липидов. В основе метода лежит распределение гидрофобных неионных красителей между 

полярными растворителями и неполярными липидами. Усиление окрашивания после бромирования происходит 
благодаря тому, что по местам двойных углеродных связей присоединяются атомы брома. Бромные 
производные менее полярны и обычно имеют более низкую точку плавления, чем их ненасыщенные 
предшественники, в результате чего повышается сродство красителей к липи-дам и, соответственно, ускоряется 
реакция окрашивания. 

Стандартная методика окраски нейтральных липидов Суданом черным приведена в табл. 5.14, метод 
выявления суммарных 

 
 

Таблица 5.14. Стандартный метод выявления нейтральных липидов 
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1. Изготовьте на криостате срезы с нефиксированной почки и зафиксируйте их в течение 1, часа 
кальций-формолом*. 
2. Смонтируйте срезы на предметные стекла и дайте им подсохнуть. 
3. Удалите липиды для получения отрицательного контроля (см. Контроль) 
4. Промойте опытные и контрольные срезы в 70%-ном (объем на объем) водном этаноле. 
5. Окрасьте опытные и контрольные срезы в течение 15 мин в насыщенном растворе Судана черного в 
70%-ном (объем на объем) водном этаноле. Перед окраской раствор красителя надо профильтровать. 
6. Отдифференцируйте срезы в 70%-ном (объем на объем) водном этаноле до тех пор, пока лишенный 
липидов контроль не станет бесцветным. 
7. Промойте водой и заключите в глицероловое желе**. 
 
Результаты. Триглицеролы и ненасыщенные эфиры холестерола окрашиваются в сине-черный цвет; 
некоторые фосфолипиды выглядят коричневыми. 
Контроль. Экстрагируйте срезы смесью хлороформ—метанол 2 : 1 (объем на объем) в течение 2 часов 
при комнатной температуре. Это позволит удалить все свободные липиды, после чего окраска не 
возникнет. Из некоторых липопротеинов липиды можно удалить добавлением к метанол-
хлороформной смеси 1.% (объем на объем) концентрированной соляной кислоты. 
Возможные трудности: если в синий цвет окрашиваются ядерные или богатые гликозаминогликанами 
участки, то замените судан черный. 
 
* Для приготовления кальций-формола разведите 10 мл коммерческого 40%-ного (вес на объем) 
водного раствора формальдегида водой (100 мл). К полученному раствору добавьте 1 г СаС12. 
** Заливочная среда экстрагирует неионные красители. 
липидов с применением брома и Судана черного — в табл. 5.15, а метод выявления фосфолипидов с 
применением брома, ацетона и Судана черного — в табл. 5.16. 

 

3.2. Выявление биологических объектов 

3.2.1. Биологические объекты 
Разнообразие выявляемых с помощью гистохимии биологических объектов как с точки зрения химического 

состава, так и с точки зрения размеров ничем не ограничивается. Можно выявлять объекты на молекулярном 
уровне, например антигены и рецепторы, или более крупные объекты, такие, как разнообразные субклеточные 
структуры и органеллы. И разумеется, окрашивание используется для выявления определенных типов клеток и 
организмов, для чего в настоящее время часто используется иммунное окрашивание. Традиционным подходом 
является определение биологических объектов, о чем свидетельствуют такие термины, как «эозинофил» или 
«грамположительная бактерия». 

Механизмы гистохимических методов также слишком разнообразны, чтобы ко всем можно было дать 
пояснения, отметим только, что в этих методах могут применяться маркеры всех типов, упомянутых и 
обсуждавшихся выше, или, как в приведенном ниже примере, избирательность может основываться на 
физических различиях. 

 
Таблица 5.15. Выявление суммарных липидов бромом—Суданом черным 

 
Возьмите смонтированные срезы и, начиная с этапа 2 табл. 5.14, продолжайте следующим образом. 
1. Погрузите срезы в 2,5%-ный (объем на объем) водный раствор брома на 30 мин при комнатной 
температуре. ОБЯЗАТЕЛЬНО пользоваться вытяжным шкафом. 
2. Промойте их в воде, а затем в 0,5%-ном (вес на объем) водном растворе метабисульфита натрия в 
течение 1 мин. 
3. Хорошо промойте в воде. Продолжите процедуру с этапа 3 табл. 5.14. 

 
Таблица 5.16. Выявление фосфолипидов методом бром—ацетон—судан черный 

 
Возьмите обработанные бромом срезы, полученные на этапе 3 табл. 5.15, и продолжите следующим 
образом. 
1. Хорошо высушите срезы*. 
2. Проэкстрагируйте безводным ацетоном 20 мин при 4°С*. 
3. Удалите растворитель и дайте ацетону испариться. Продолжите процедуру с этапа 3 табл. 5.14. 
Результаты. Фосфолипиды окрасятся в сине-черный цвет. 
Контроль. Удалите суммарные липиды («Контроль» в табл. 5.Г4), после чего окрашивания не должно 
быть. 
* Не должно оставаться даже следов воды, так как в противном случае наряду с нейтральными 
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липидами проэкстрагируются фосфолипиды. 

 
 
I. Выявление исчерченности в мышцах. Традиционный метод выявления А- и I-дисков в мышцах 

основывается на образовании in situ координационного комплекса (или комплексов?) железа с гематеином. 
Избирательность обеспечивается в основном за счет контролируемого вымывания краски 
(дифференцирования). 

Процедура окраски железным гематоксилином по Гейденгайну описана в табл. 5.17. 
 

Таблица 5.17. Выявление поперечной исчерченности в мышцах 
 

1. Изготовьте продольно ориентированные срезы толщиной 6 мкм со скелетных мышц, залитых в 
парафин. Ткань может быть зафиксирована любым способом. 
2. Распарафннируйте срезы ксилолом и проведите через серию спиртов, в воду. 
3. Обработайте (протравите) срезы 5%-ным (вес на объем) водным раствором сульфата железа и 
аммония (железоаммонийных квасцов) в течение 1 часа.* 
4. Промойте срезы дистиллированной водой. 
5. Окрасьте их гематоксилином в течение 1 часа. ** 
6. Промойте проточной водой. 
7. Аккуратно отдифференцируйте срезы, чередуя промывку в дифференцировочном растворе*** с 
промывкой в проточной воде. После каждого цикла их следует просматривать в микроскоп. Процедуру 
проводить до тех пор, пока не станет видна исчерченность мышц. 
8. Промойте проточной водой в течение 10 мин. 
9. Проведите обезвоживание в серии спиртов возрастающих концентраций, затем в ксилоле, и 
заключите препарат в синтетическую смолу. 
Результаты. После окрашивания гематоксилином все структуры становятся черными или серыми. 
После проведенной на этапе 7 дифференцировки окраска остается в менее проницаемых структурах 
(перечислены в порядке возрастания устойчивости к дифференцировке): митохондриях, поперечно-
полосатых мышцах, хроматине ядра и хромосомах, миелине, эритроцитах, кератине. 
Возможные трудности: если после этапа 5 окрашивание слишком бледное, то увеличьте время 
инкубации в растворах квасцов и гематоксилина. Если вам трудно проконтролировать степень 
дифференцировки, то попробуйте воспользоваться другим дифференцирующим раствором, описанным 
в примечаниях. Если окраска выцветает со временем, то увеличьте время промывания в воде после 
окраски. 
* Оптимальное время обработки квасцами и железным гематоксилином зависит от применявшейся 
фракции. После использования растворов формальдегида (а также паров формалина, фиксаторов Сузи, 
Буэна и Карнуа) обычно достаточно инкубации в каждом растворе в течение 1 часа. После фиксаторов 
с бихроматом (например, Ценкера и Гелли) требуется обработка в течение 3 часов, а после фиксаторов, 
содержащих че-тырехокись осмия, еще дольше, например после фиксатора Флемминга — до 24 часов. 
 
** Для приготовления раствора красителя растворите 0,5 г гематоксилина в 10 мл этанола, добавьте 90 
мл дистиллированной воды и оставьте раствор окисляться на воздухе в течение 4 недель. 
*** Для дифференцировки в стандартных условиях применяется 5%-ный (вес на объем) водный 
раствор сульфата железа и аммония. Другие способы — развести данный раствор равным объемом 
дистиллированной воды либо воспользоваться насыщенным спиртовым раствором пикриновой 
кислоты. Оба последних раствора позволяют лучше контролировать процесс дифференцировки. 

 

3.2.2. Биологические процессы 
Взаимодействие гистохимических красителей с живыми клетками или организмами позволяет 

непосредственно наблюдать многие процессы. Определение биологической или химической природы объектов, 
рассмотренное выше, также используется для выяснения биологических процессов, хотя и менее прямым 
путем. 

С помощью гистохимии можно выявлять процессы, разнообразные как по масштабам, так и по 
физиологической роли. Можно, например, наблюдать движения ресничек или жгутиков простейших, если 
добавить в окружающую их водную пленку окрашенные коллоиды; с помощью рН-зависимых флуорохромов 
можно следить за изменениями рН в лизосомах во время фагоцитарной активности культивируемых 
макрофагов; можно непосредственно наблюдать электрическую активность нейронов зрительной коры после 
включения в них потенциал-зависимых флуорохромов. 

Гистохимия и световая микроскопия 
 

Таблица 5.18. Выявление живых клеток с помощью флуоресцеиндиацетата 
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1. Если клетки растут в монослойной культуре, то снимите их с подложки, заменив культуральную 
среду на раствор трипсин-ЭДТА*  в физиологическом фосфатном буфере (ФСБ)**. Затем 
проинкубируйте их при комнатной температуре в течение минимального времени, необходимого для 
отделения клеток от подложки, обычно оно составляет 5—15 минут. 
 
2. Отцентрифугируйте клетки и ресуспендируйте их в достаточном объеме ФСБ, чтобы получить 
концентрацию порядка 106 клеток на мл. 
 
3. Смешайте небольшой объем суспензии клеток с 2,5 объемами рабочего раствора ФДА *** — это 
даст вам конечную концентрацию его около 0,1 мкг/мл. 
 
4. Заключите каплю суспензии под покровное стекло и замажьте края силиконовой смазкой. 
 
5. Просмотрите препарат под флуоресцентным микроскопом или в условиях темного поля с лампой 
накаливания, используя интерференционный фильтр. 
 
Результаты. Живые клетки немедленно дадут яркую зеленую флуоресценцию, интенсивность которой 
будет возрастать со временем. Поврежденные или мертвые клетки не окрасятся. 
Контроль. Поскольку некоторые популяции клеток содержат аутофлуоресцентный материал, то 
необходимо сделать препарат без ФДА. Возможные трудности. Если клетки вообще не светятся, то 
сделайте другой препарат, принимая все меры предосторожности, чтобы избежать механических 
повреждений. 
 
* Приготовьте раствор трипсин-ЭДТА из 0,05% (вес на объем) трипсина и 0,003% (вес на объем) 
ЭДТА, растворенных в ФСБ. 
** Приготовьте ФСБ, растворив в воде 

0,2 г КС1, 
0,2 г КН2РО4, 
8 г NaCl, 
1,15 г Na2HPO4, 
раствор довести до 1 л. 

*** Приготовьте 0,1%-ный исходный раствор ФСБ в ацетоне. Чтобы приготовить рабочий раствор, 
разведите 1 объем этого раствора в 4000 объемах ФСБ. Рабочий раствор должен быть прозрачным (не 
иметь молочного оттенка) и без осадка. 

 
I. Проверка жизнеспособности культивируемых клеток. Прежде чем начинать работу с культурой клеток, 

часто бывает необходимо определить в ней долю живых клеток. Один из общепринятых способов состоит в 
обработке клеток флуоресцеиндиацетатом (ФДА). Благодаря своей гидрофобности это нефлуоресцирующее 
вещество легко проникает через интактную плазматическую мембрану живых клеток. Под действием 
лизосомных эстераз ФДА гидролизуется с образованием флуоресцентного красителя — флуоресцеина. Это 
ионное и, следовательно, гидрофильное вещество накапливается в клетках, так как оно не может пройти через 
гидрофобную липидную мембрану. В мертвых или поврежденных клетках флуоресцеин либо не образуется 
совсем, либо выходит через поврежденную мембрану в инкубационную среду. Подробнее данный метод 
выявления живых клеток описан в табл. 5.18. 

3.3. Морфологические исследования 
Используемые для выявления морфологии маркеры опять-таки могут быть химической или биологической 

природы; механизмы окраски соответственно варьируют и могут включать как физико-химические, так и 
биологические процессы. Такие методы применяются для: 

1) прослеживания нейронных связей путем наблюдения за аксонным транспортом флуорохромов; 
2) определения межклеточных пространств в расщелинах между эпителиальными клетками с помощью 

негативного окрашивания; 
3) изучения трехмерного распределения лимфоцитов различных классов в фолликулах лимфоузлов. 
I. Выявление канальцев и лакун внутри кости. Остеоциты и их отростки располагаются внутри полостей в 

матриксе кости. Первая стадия данного метода состоит в неспецифическом окрашивании всех элементов ткани 
тионином, катионным красителем, который прочно связывается с белками при щелочных значениях рН. Затем 
следует короткая экспозиция в анионном красителе — пикриновой кислоте, которая попадает только в 
наиболее проницаемые места, в частности в полости. В них откладывается слабо растворимая соль — пикрат 
тионина. Поверхностные отложения затем удаляются с помощью дифференцировки водным раствором этанола. 

Методика окраски приведена в табл. 5.19. 
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Таблица 5.19. Метод выявления внутрикостных полостей* 

 
1. Препарат может быть зафиксирован любым фиксатором кроме тех, которые содержат хлорид ртути. 
2. Проведите декальцинацию любым стандартным раствором**. 
3. Сделайте криостатные срезы или срезы препарата, залитого в нитроцеллюлозу (например в 
целлоидин). 
4. Размочите срезы и, в случае нитроцеллюлозных срезов, убедитесь, что весь этанол удален. 
5. Окрасьте срезы раствором тионина *** в течение 5—20 мин. 
6. Промойте дистиллированной водой ****. 
7. Окрасьте насыщенным водным раствором пикриновой кислоты в концентрации примерно 1,2% (вес 
на объем) в течение 30—60 сек ****. 
8. Промойте дистиллированной водой ****. 
9. Отдифференцируйте в 70 %-ном (объем на объем) этаноле до тех пор пока сине-зеленая краска не 
перестанет выходить из срезов. Обычно на это уходит 5—10 мин. 
10. Быстро проведите препараты через растворы спиртов в возрастающих концентрациях, ксилол и 
заключите в синтетическую смолу. 
 
Результаты. Лакуны и канальцы будут темно-коричнево-черными, матрикс кости — желтым или 
коричнево-желтым, а клетки — красными. 
Возможные трудности. Бели окраска слабая или не видны канальцы, то попытайтесь: а) увеличить 
время окраски тионином и б) уменьшить время дифференцировки и проводки при обезвоживании. 
Если окрашиваются также и большие полости, то увеличьте продолжительность промывки на этапе 7. 
 
* Данный метод получил название тионин-пикринового метода Шморля, и он позволяет выявлять 
различные полости, например в зубах. 
** Для декальцинации поместите зафиксированный блок ткани в 7%-ный водный раствор (объем на 
объем) муравьиной кислоты на 1—10 дней (время зависит от объема блока). Фиксацию и 
декальцинацию можно проводить одновременно, используя водный раствор формалин — ЭДТА (5,5 г 
ЭДТА и 10 мл насыщенного формалина в 100 мл воды) в течение нескольких недель. 
*** Растворите 0,125 г тионина в 100 мл воды. Непосредственно перед употреблением профильтруйте 
и добавьте одну каплю насыщенного раствора аммония. 
**** Во время этой процедуры стаканчик необходимо слегка встряхивать. 

 

4. Выбор методов 
Биологи обращаются к методам гистохимического окрашивания, когда сталкиваются с одной из следующих 

проблем. 
1. Химическая или биологическая идентификация или характеристика наблюдаемого в микроскоп объекта. 
2. Обнаружение и иногда количественное определение химических или биологических свойств 

исследуемого объекта. 
Подходящие гистохимические методы можно выбрать одним из перечисленных ниже способов. 
1. Поиск в литературе по гистохимии метода, который точно соответствует поставленной задаче. 
2. Поиск в литературе по гистохимии метода, относящегося к очень близкой задаче и поэтому с большой 

вероятностью подходящего для вашей задачи. 
3. Если в литературе не содержится подходящих методов, то нужно сформулировать проблему с точки 

зрения биологической или химической характеристики, которую можно выявить гистохимическим методом. 
Ситуации, описанные в пунктах 1 и 2, будут проиллюстрированы и рассмотрены в следующем разделе, где 

также приведен пример ситуации, относящейся к пункту 3. Поскольку настоящая глава носит вводный 
характер, то проблемы, возникающие при разработке новых гистохимических методов, в ней не обсуждаются. 

4.1. Выбор методов окрашивания для известных объектов 
Поскольку настоящая глава адресована начинающим, незнакомым с гистохимической литературой, то в ней 

нельзя избежать некоторых излишних для специалиста подробностей. Поэтому подготовленные читатели могут 
пропустить несколько параграфов. 

Ситуация, описанная в пункте 1, лучше всего формулируется следующим образом: найти гистохимический 
метод, с помощью которого можно выявить данное биологическое или химическое свойство, характерное для 
данного типа препаратат возможно, с использованием данного вида окрашивания. 

Выделенные курсивом слова надо иметь в виду, читая оглавления и указатели соответствующих книг и 
журналов, или, если необходимо, рефератов и баз данных. Список наиболее полезных источников по общим 
вопросам гистохимии приведен в табл. 5.20. 

 
Таблица 5.20. Источники информации по методам 
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приготовления и окрашивания препаратов 

 
Тема Источники 

Методы приготовления препаратов 
Фиксация, заливка, заключение и т. п. Ссылки [3—5] и журнал Stain Technology 
Возможные артефакты Ссылка [6] 
Типы препаратов 
Бактериологические Ссылки [3, 4, 7] 
Ботанические Ссылки [7—9] 
Общие Ссылки [4, 6, 7, 10], а также журналы Histochemistry, 

HistochemicafJournal, Journal of Histochemistry and 
Cytochemistry и Stain Technology 

Патологическая гистология человека Ссылки [3, 4, 6, 10] 
Беспозвоночные Ссылки [5] 
Грибы Ссылки [3, 4, 7] 
Нейрология Ссылки [3, 4, 11] 
Простейшие Ссылки [4,7] 

 
 
Следует отметить еще несколько проблем. 
1. Неспециалисту трудно бывает найти необходимую литературу. Имейте в виду, что помимо 

академических библиотек ее часто можно найти на лабораторных полках в гематологических, 
патогистологических и микробиологических отделениях больниц. 

2. Качество указателей может очень сильно варьировать. Так, в книге, где лучше всего описана конкретная 
гистохимическая реакция, указатель может быть очень неполным. 

3. Лексикон и система ключевых слов в большинстве баз данных и реферативных работ ориентированы на 
биологические объекты, а не на технические или методические термины. 

В качестве примера рассмотрим ситуацию с ботаником, который хочет выявить богатые лигнином сосуды 
ксилемы в листьях древесных растений. Табл. 5.20 указывает на книгу «Методы окрашивания» под ред. Кларка 
[7], которая может содержать требуемую информацию. Оглавление книги подходит, поскольку оно содержит 
раздел под названием «Ботанические науки... анатомия растений». В указателе к данному разделу имеется 12 
ссылок на «богатые лигнином сосуды», а кроме того — одна ссылка на «ксилему». 

Ситуация, описанная в пункте 2 предыдущего раздела, представляет собой один из вариантов ситуации, 
изложенной в пункте 1 того же раздела. Здесь вам необходимо найти методы, отвечающие на вопросы, 
аналогичные поставленному вами. Например, если проблема состоит в том, чтобы выявить кислую фосфатазу в 
лизосомах у не изучавшегося ранее вида грибов, то в качестве отправной точки можно взять методы, которые 
успешно использовались для выявления данного фермента у других грибов. 

4.2. Применение гистохимических маркеров для исследования новых свойств 
Предположим, что поиск методики по описанной выше процедуре не дал результата. Допустим, что 

стоящий перед вами: биологический вопрос формулируется следующим образом: избирательно окрасить 
клетки простейшего, паразитирующего & печени больной овцы. 

Предположим, что по данному виду простейших нет никакой гистохимической литературы, а в изданиях по 
паразитологии и ветеринарии отсутствуют ссылки на гистохимические работы. 

В данном случае проблему следует переформулировать так,, чтобы она попала в область применения 
гистохимической методологии. Для этого надо решить, чем с химической, биологической или 
морфологической точки зрения простейшее может отличаться от окружающих его гепатоцитов. Например, 
содержит ли простейшее большие количества лизосом или митохондрий? Если да, то возможными 
гистохимическими маркерами являются лизосомные ферменты, такие, как эстеразы или кислая фосфатаза, или 
митохондриальные ферменты, такие, как сукцинатдегидрогеназа. Отличаются ли размер и форма ядра паразита 
от ядер гепатоцитов или эндотелиальных клеток? Или, может быть, они различаются по соотношению 
областей, занимаемых ядром и цитоплазмой? Если одно из двух последних предположений справедливо, то 
полезным диагностическим методом может оказаться окраска толстых срезов основным красителем. 

Применение толстых срезов рассматривалось в разд. 2.2.3. Отметим, что метод приготовления препарата 
должен быть выбран с учетом вопроса, который вы пытаетесь решить, и природы самого объекта. 

5. Оценка результатов гистохимического окрашивания 
После того как гистохимическая реакция проведена, ее результаты необходимо оценить с точки зрения тех 

вопросов, которые были поставлены вначале. Поскольку гистохимические методы позволяют ответить на 
вопросы «что это такое?», «где оно находится?» и «сколько его?», то тест на достоверность должен включать 
проверку всех трех пунктов. Более того, следует рассмотреть значение как положительного, так и 
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отрицательного окрашивания. 

Предположим, что после проведения какой-либо реакции вы обнаружили, что препарат окрашен. Прежде 
чем сделать заключение о том, что искомый объект в нем присутствует, необходимо ответить на следующие 
вопросы: 

1) относится ли окраска именно к тому веществу (структуре), которое вас интересует в препарате? Этот 
вопрос относится к проблеме специфичности и/или избирательности окраски; 

2) соответствует ли распределение красителя распределению искомого объекта в живой клетке или 
существе? Этот вопрос относится к проблеме локализации гистохимической реакции; 

3) соответствует ли интенсивность окраски количеству присутствующего в препарате вещества? Это вопрос 
о том, насколько метод количественный. 

Теперь предположим, что в результате проведения реакции препарат не окрасился. Прежде чем сделать 
вывод об отсутствии искомого вещества или структуры, необходимо ответить на следующие вопросы: 

1) отражает ли отсутствие окраски неуспех метода или же указывает на отсутствие искомого объекта? Этот 
вопрос относится к проблеме технического несовершенства и недостаточной чувствительности применяемого 
метода; 

2) возможно ли, чтобы искомое вещество присутствовало в живой клетке (или организме) и было потеряно в 
процессе изготовления и/или окрашивания препарата. Это проблема стабилизации содержимого препарата; 

3) не претерпел ли краситель изменений и не исчез ли он из препарата до начала наблюдений? Этот вопрос 
относится к проблеме выцветания и диффузии красителей. 

В табл. 5.21 приводятся контрольные процедуры, которые необходимо выполнить для ответа на данные 
вопросы; обсуждение некоторых из указанных проблем дано ниже. Начинающим исследователям 
рекомендуется выполнять все требуемые контроли постоянно, а не прибегать к ним только в тех случаях, когда 
результаты окрашивания кажутся непонятными. 

 
Таблица 5.21. Методы контроля результатов окрашивания 

 
Возможные артефакты Контрольные процедуры 

Когда препарат окрашен 
1. Окрашивание может возникать 
вследствие связывания не с той мишенью 

Заблокируйте или экстрагируйте мишень 

2. Окрашивание может не отражать 
локализации вещества in vivo 

Сравните распределение окраски при различных 
способах стабилизации материала 

3. Интенсивность окраски не отражает 
количества вещества 

Окрасьте модельный или стандартный препарат 

Когда препарат не окрашен 
1. Несовершенный или недостаточно 
чувствительный метод 

Окрасьте тестовый препарат, воспользуйтесь другим 
методом; если мишень окраски химическая, то возьмите 
свежий препарат 

2. Вещество (активность) исчезло из 
препарата до окрашивания 

Измените процедуру, предшествующую окраске (т. е. 
стабилизацию); если мишень химическая, то возьмите 
свежий препарат (выше) 

3. Окраска исчезла до исследования 
препарата 

Измените обработку препарата после окраски; 
постарайтесь исследовать его немедленно после или в 
процессе окраски 

Во всех случаях проверьте чистоту реактивов. 
 

5.1. Оценка селективности методов 
Если окрашивается действительно искомое вещество или структура, тогда удаление их из препарата 

(экстракция) либо превращение в химически модифицированную форму (блокирование) должно приводить к 
исчезновению окраски. 

Пример экстракции приведен в табл. 5.14, где описывается удаление суммарных липидов с помощью 
органических растворителей. Поскольку такая смесь растворителей не удаляет из препарата другой материал, 
то любое окрашивание Суданом черным, возникающее после экстракции, можно отнести к неспецифическому. 
Для избирательной экстракции определенных компонентов тканей используется также химический и 
ферментативный гидролиз. Избирательность данных методов зависит от химических процессов на стадии 
гидролиза, приводящих к расщеплению биополимеров на фрагменты, которые затем неспецифически 
экстрагируются растворителем. 

I. Избирательная экстракция гликогена. Она производится с помощью быстрого ферментативного 
гидролиза гликогена амилазой; при этом другие биополимеры в клетках млекопитающих не повреждаются 
сколько-нибудь существенно. Подробности данного метода приведены в табл. 5.22. 
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Блокирование бывает различного характера. Например, если срез ткани интенсивно окрашивается кислыми 

красителями, то это может быть связано с присутствием в нем белка. Тогда обработка азотной кислотой, в 
результате которой катионогенные аминогруппы превращаются в неионные гидроксильные группы, должна 
предотвращать окраску. Аналогичным образом, ферменты могут быть инактивированы в результате нарушения 
их четвертичной структуры путем нагревания или обработки реакционноспособным альдегидом (см. табл. 5.12) 
либо ингибитором. Если после инактивации окрашивание сохраняется, то оно является артефактом и не связано 
с ферментом. Методы контроля не сводятся только к блокированию и экстракциям. Один из распространенных 
методов контроля состоит в том, чтобы избирательно пропускать .используемые в прописи реактивы, а затем 
сравнивать получающееся окрашивание с тем, которое получается при полной процедуре. Так, окрашиванию 
методом периодат—Шифф и реакции Фёльгена (табл. 5.9 и 5.11) мешает присутствие природных альдегидов. 
Однако их легко выявить, пропустив в стандартной методике соответственно стадии окисления и гидролиза, 
которые приводят к образованию альдегидных групп, и посмотрев, какие структуры после этого окрасятся. 

 
Таблица 5.22. Экстракция гликогена диастазой 

 
1. Возьмите два положительных контрольных препарата* и два тестовых среза. Если они получены из 
парафиновых блоков, то распарафинируйте их. Во всех случаях срезы необходимо размочить. 
2. Проинкубируйте один тестовый срез и один положительный контрольный препарат в 1%-ном (вес на 
объем) водном растворе диастазы**  в течение 1 часа*** при 37 °С. 
3. Промойте препараты в течение 5—10 мин в проточной воде. 
4. Окрасьте все срезы по методу для выявления гликогена, описанному в табл. 5.9 и 5.11 (периодат-
Шифф). 
 
Результаты. На наличие гликогена указывает отсутствие окраски после ферментативной обработки. 
Контроль. Положительные контрольные срезы показывают, что фермент активен и: методика окраски 
эффективна. 
 
* Возьмите срезы богатой гликогеном печени. 
** Сухая диастаза стабильна и стоит дешево. Делайте ее свежий раствор каждый день. 
*** Ткани, фиксированные жидкостью Гендра, водным раствором глутарового альдегида или 
четырехокиси осмия, устойчивы к ферментативному гидролизу. Поэтому время инкубации с диастазой 
надо увеличить. 

 

5.2. Оценка локализации окрашивания 
На каждой стадии изготовления и окраски препарата его компоненты могут перемещаться с тех мест, 

которые они занимали in vivo. Сдвиги наблюдаются при многих способах, окрашивания, причем иногда даже в 
процессе хранения окрашенных препаратов. Для уменьшения подобных артефактов используются различные 
технические приемы, например перфузия вместо погружения в фиксатор, что уменьшает поток растворителя 
сквозь кусочек ткани. Однако, на самом деле контроль за локализацией веществ проводить сложно. 
Единственный способ состоит в том, чтобы использовать несколько методов изготовления и окрашивания 
препарата и сравнивать результаты. 

5.3. Оценка чувствительности и количественности окрашивания 
Чтобы оценить на качественном уровне чувствительность реакции, окрасьте параллельно с исследуемым 

препаратом еще два известных препарата, которые содержат соответственно много и мало исследуемого 
вещества. Такой пример в отношении реакции на гликоген приведен в табл. 5.22. 

Для оценки того, является ли метод количественным, можно использовать различные приемы. Можно 
определить количество вещества в различных препаратах до окрашивания, а затем установить, как коррелирует 
интенсивность окраски с содержанием вещества. Полученные данные можно затем применить к исследованию 
новых препаратов. В одном очень важном случае, а именно при количественном определении ДНК, таких 
измерений обычно не требуется, так как сравнение диплоидных и гаплоидных клеточных ядер дает вам свой 
внутренний стандарт. Можно использовать внешние стандарты, в качестве которых применяют разные 
модельные системы. Например, известное количество вещества можно поместить в полимерный матрикс, 
который затем залить в виде тонкого слоя или нарезать на срезы. Другой способ состоит в том, что вещество 
наносят на поверхность хроматографических носителей, частицы которых имеют микронные размеры. Такие 
образцы, содержащие известные количества вещества, затем окрашиваются одновременно с исследуемым 
биологическим образцом. 
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5.4. Оценка чистоты реагентов 
Все поступающие в продажу реактивы — красители, субстраты, проявляющие и цветообразующие 

вещества, меченые антитела — могут содержать примеси. Состав их может различаться от партии к партии. 
Если в качестве загрязняющей примеси содержится соль или сурфактант, то они будут влиять на реакцию 
косвенным образом. Кроме того, в реактиве могут быть примеси, сами по себе окрашивающие препарат, но 
иначе, чем требуется согласно реакции. В самом деле, этикетка на пузырьке с красителем не всегда отражает 
его содержимое — коммерческому контролю за качеством нельзя безоговорочно доверять. Более того, следует 
подчеркнуть, что гистохимические методы используются для изучения более сложных препаратов, чем те, 
которые исследуются методами препаративной биохимии. Таким образом, последствия недостаточной чистоты 
реагентов для гистохимии могут быть еще более серьезными, чем для биохимии. 

Как же с учетом всего этого следует проверять чистоту реагентов? Химический анализ красителей и других 
реагентов — это специальное искусство, и если оно окажется для вас необходимым, то способы анализа данных 
веществ описаны в работе [12]. Но если вы пользуетесь стандартными гистохимическими методами, то лучше 
передоверить анализы другим; заказывайте красители с сертификатами Комиссии по биологическим 
красителям (Biological Stain Comission). Хотя это не гарантирует вам чистоты красок, но можете быть уверены, 
что они пригодны для проведения соответствующих гистохимических методик. Другая общая рекомендация 
состоит в том, чтобы хранить образец хорошей краски для проверки того, не являются ли возникающие у вас 
трудности следствием загрязненности новых партий красителя. 

Кроме проблем загрязнения возникают еще и трудности, обусловленные запутанной номенклатурой, 
которая может послужить причиной неправильного применения красителей. 

 
 

5.5. Номенклатура реагентов 
Гистохимические красители обычно представляют собой сложные органические молекулы и их 

систематические (номенклатурные) названия так же сложны, из-за чего широкое распространение получили 
тривиальные названия, акронимы и сложносокращенные названия. Действительно, что легче произнести: 
«Дайте-ка мне 3,3-(4,4-диорто-анисилен)-2,2-ди(пара-нитрофенил)-бис-(5-фенил)-дитетразолийхлорид» или 
«передайте нитро-ВТ»? Кроме того, многие гистохимические реактивы имеют свои собственные названия в 
текстильнонй промышленности, где часто одному и тому же веществу разные фирмы присваивали разные 
торговые названия. Возникающей из-за этого путаницы часто можно избежать, если пользоваться стандартной 
номенклатурой Colour Index (CI); действительно, названия по CI употребляются параллельно с тривиальными 
названиями во многих книгах, журналах и каталогах. Для решения возникающих у вас проблем, связанных с 
номенклатурой, полезным источником может оказаться монография Конна (Conn) «Биологические красители» 
[13]. 

В табл. 5.23 приведены варианты применяемых названий и наименования по системе CI для красителей, 
упоминающихся в настоящей главе. 

 
Таблица 5.23. Наименования красителей и соответствующих реагентов, 

использованные в настоящей главе 
 

Тривиальное название Синонимы или сокращения Номер по CI 
(и родовое название) 

Альциановый синий 8G  74240 (синий для пряжи 1) 
Ализариновый красный S Ализарин-кармин, диамантовый 

красный 
58005 (красная протрава 3) 

Основной фуксин Анилиновый красный, розанилин Отсутствует 
Голубой Эванса Чистый диазол синий BF 23860 (прямой синий 53) 
Флуоресцеиндиацетат ФДА Отсутствует 
Железный гематоксилин Гематоксилин Гейденгайна Отсутствует 
Метиловый зеленый Двойной зеленый SF, лихтгрюн 42585 (основной синий 20) 
Новый фуксин Изорубин, пурпурный новый 42520 (основной красный 9) 
Тетразолий нитросиний Нитро ВТ, NBT Отсутствует 
Парарозанилин Основной рубиновый, фуксин О 42500 (основной фиолетовый 

2) 
Пикриновая кислота Тринитрофенол 10305 (отсутствует) 
Реактив Шиффа  Отсутствует 
Судан черный В Жирный черный, восковой 

черный 
26150 (черный сольвент 3) 

Тетранитротетразолий 
синий 

Тетра NBT, TNBT Отсутствует 
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Тионин Фиолетовый Лаута 52000 (отсутствует) 

 

6. Что необходимо для гистохимической работы 

6.1. Оборудование и материалы 
Единственной стадией обработки препарата, требующей специального и сложного (а потому сравнительно 

дорогого) оборудования, является микротомия. Кроме этого, специальные приборы требуются для криотомии и 
заливки препаратов в парафин или пластик. Если в исследовании используется большое число препаратов, то 
рекомендуется иметь в лаборатории автомат для проводки/окраски. Несомненно, что необходим хороший 
микроскоп. Поскольку, однако, современный автоматизированный исследовательский микроскоп стоит дорого, 
то получают преимущество микроскопы старых моделей, которые с точки зрения оптики часто являются 
вполне удовлетворительными, хотя для работы с ними требуется большое мастерство. Многие реактивы, 
применяемые для изготовления и окраски препаратов, стоят недорого. Следует отметить, что хотя комплекты 
для заливки и окраски часто стоят дороже, однако для новичка они оправдывают свою цену, правда, в том 
случае, если они высокого качества. Многие стандартные гистохимические реактивы являются летучими и 
опасными. Они либо токсичны, как формальдегид, либо легко воспламеняются, как ксилол. Следовательно, для 
работы с ними понадобится вытяжной шкаф или аналогичное оборудование. Все обсуждавшиеся в настоящем 
разделе приборы и реактивы можно легко приобрести через торговую сеть. 

6.2. Как научиться работать? 
Практические навыки, которые новичкам даются наиболее трудно, связаны с резкой на микротоме и 

микроскопией. Разумеется, существует обратная зависимость между необходимыми навыками и степенью 
автоматизации заказываемого оборудования (которая отражается на его цене). Если в вашем институте 
работают люди, практически знакомые с гистохимией, то считайте, что вам повезло. Если таких людей рядом 
нет, то за советом можно обратиться к представителям классических дисциплин, например к специалистам по 
анатомии или зоологии, или в гематологические или патологоанатомические отделения больниц. Чтобы 
получить представление о принципах методов, которое необходимо приобретать параллельно с усвоением 
практических навыков, изучайте литературу, начиная с работ [1] и [2]. Затем поговорите со специалистом. Если 
нет возможности обучиться на месте, подумайте о посещении специальных курсов, например таких, которые 
организует Королевское микроскопическое общество. Для получения информации по этому вопросу следует 
обратиться в администрацию Королевского микроскопического общества по адресу 37/38 St Clements, Oxford 
ОХ4 1AJ, UK. 

И наконец, помните, что в Великобритании для проведения фиксации перфузией на живых животных 
необходима труднодоступная лицензия от Общества домашних животных. Аналогичное правовое 
регулирование существует или скоро будет введено повсеместно. 

7. Почему используются гистохимические методы 
Методы микроскопии обязательно используются в тех случаях, когда нужно выяснить локализацию каких-

либо соединений или структур в биологических объектах. Однако подходы, в основе которых лежит 
микроскопия, не ограничиваются гистохимией. В тех случаях, когда речь идет об идентификации чего-либо, 
необходимость в применении микроскопа не столь очевидна. Для облегчения выбора метода в табл. 5.24 
сопоставлены преимущества и ограничения методик для исследования состава и структуры клеток и тканей. 
Эта информация позволяет оценить, с одной стороны, разносторонние возможности гистохимии, а с другой 
стороны, дополнительный характер каждого из этих способов исследования. 

 
 

Таблица 5.24. Перспективы гистохимии — сравнение различных 
методов получения информации о биологических объектах 

 
 Преимущества1) 

 Гистохимия Радиоавтография Биохимия Проточная цитометрия 
Типы получаемой информации 
Что это такое? ** * *** * 
Где оно 
находится? 

*** ** *  

Сколько его? * * *** * 

Сколько их? ** **  *** 
Проблемы, возникающие в процессе получения информации 

 115 



 
Гибкость метода *** ** *** * 
Минимальный 
размер образца 

Очень маленький Очень маленький Большой Небольшой 

Максимальный 
размер образца 

Небольшой Небольшой Нет ограничений Большой 

Стоимость Низкая Умеренная Умеренная Высокая 
Тип препарата Нерастворенный или не способный 

раствориться 
Растворенный или 
способный 
раствориться 

Только частички 

1) Обозначение звездочками — чем больше звездочек, тем большее преимущество имеет метод. 
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ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ МИКРОСКОПИЯ 
Иохан С. Плоэм 
 

1. Введение 
В основе флуоресцентной микроскопии лежит способность некоторых веществ поглощать свет 

определенной части спектра, энергия которого затем частично выделяется в виде света. Испускаемый свет 
отличается от поглощенного света длиной волны и интенсивностью. В соответствии с правилом Стокса длина 
волны испускаемого света больше, чем длина волны поглощаемого света, и эта разность длин волн лежит в 
основе наблюдения флуоресценции при флуоресцентной микроскопии. Интенсивность испускаемого света 
меньше, чем интенсивность возбуждающего света, так как количество выделяемой энергии во много раз 
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меньше того количества энергии, которое требуется для возбуждения. 

Для наблюдения флуоресценции абсолютно необходимо предотвратить смешение в микроскопическом 
изображении возбуждающего света и испускаемой флуоресценции. Качество изображения во флуоресцентной 
микроскопии в значительной степени определяется контрастом и яркостью изображения. Контраст 
изображения определяется отношением флуоресценции специфически окрашенных структур к фоновому свету. 
Однако оптимальный контраст может достигаться в слабых флуоресцентных изображениях благодаря, 
например, использованию узкополосных светофильтров, которые часто имеют небольшое пропускание. В то же 
время для облегчения визуальных наблюдений, для фотографирования с использованием относительно 
коротких выдержек и для измерений требуется сравнительно яркое изображение. Таким образом, в 
большинстве случаев необходимо достичь компромисса между интенсивностью специфической флуоресценции 
и уровнем неспецифической флуоресценции фона. 

Читатель, желающий познакомиться с обзорами по флуоресцентной микроскопии, может найти их в работах 
Янга [1], Прайса [2], Роста [3], Сэйджела [4], Плоэма и Тэнка [5]. Современные способы применения метода в 
биомедицинских исследованиях описаны в книге Лансинга Тэйлора с соавт. [6J. 

 

 

Рис. 6.1. Спектры возбуждения и испускания 
флуоресцеинизотиоцианата (ФИТЦ). А, — 
длина волны возбуждающего (сплошная 
линия) и испускаемого (штриховая линия) 
света. Воспроизводится с разрешения Oxford 
University Press. 

 

2. Флуорохромы 
Вещества, флуоресцирующие при освещении, называются флуорофорами или флуорохромами. Различные 

флуорохромы характеризуются специфическими спектрами поглощения и испускания. Спектры поглощения 
или испускания определяют путем измерения относительной интенсивности флуоресценции при определенной 
длине волны, когда препарат возбуждается светом различных длин волн. Наиболее интенсивная флуоресценция 
наблюдается тогда, когда препарат облучается светом с длиной волны, близкой к максимуму на кривой 
возбуждения. Кривая испускания определяется при возбуждении светом определенной длины волны. Примеры 
спектров поглощения и испускания приведены на рис. 6.1. В большинстве случаев кривые поглощения и 
испускания частично перекрываются. Другой характеристикой флуорохромов является их квантовая 
эффективность (Q), которая определяется как соотношение между поглощенной и выделенной энергиями. 
Флуорохромы с низкой Q, которые испускают мало света по сравнению со своим уровнем поглощения, 
относятся к слабым флуорохромам. 

Снижение интенсивности флуоресценции во время освещения называется выцветанием. Степень 
выцветания зависит от интенсивности возбуждающего света и времени экспозиции [7]. Уменьшение 
флуоресценции может быть также следствием модификации возбужденного состояния флуорофора. Эти 
физико-химические изменения могут быть вызваны наличием других флуорофоров, окислителей или солей 
тяжелых металлов. Данный процесс называется тушением и является весьма сложным. Для того чтобы 
замедлить снижение уровня флуоресценции, приготовленные флуоресцирующие препараты лучше всего 
хранить при Н-4°С в темноте. Другим способом сохранения флуоресценции является добавление в заливочную 
среду таких веществ, как DABCO (1,4-диазобицикло-2,2,2-октан), N-пропил-галлата и яара-фенилендиамина [8, 
9]. 

Например, добавление 5% (объем на вес) раствора пропил-галлата в глицероле к меченным родамином 
препаратам продлевает продолжительность флуоресценции с 60—90 сек до 15—25 мин. Это особенно ценно в 
тех случаях, когда необходимо получить с препаратов фотомикрографии. В случае применения 
стабилизирующих флуоресценцию веществ желательно исследовать или фотографировать препарат сразу после 
заключения, так как при хранении из-за эффекта тушения интенсивность флуоресценции может уменьшиться 
[8, 9]. 

 

3. Флуоресцентный микроскоп 
Флуоресцентный микроскоп должен отвечать двум основным требованиям. Во-первых, возбуждение 

флуорофора в препарате должно быть эффективным и желательно, чтобы оно происходило при длинах волн, 
близких к максимуму его поглощения [10]. Во-вторых, микроскоп должен собирать как можно больше света 
флуоресценции. 

Три компонента необходимы для наблюдения флуоресценции: флуорофор, источник света и блок 
регистрации флуоресценции. Помимо этих необходимых элементов, требуются фильтры для выделения 
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подходящих длин волн возбуждения (возбуждающие фильтры) и испускания (запирающие фильтры), а также 
дополнительные линзы. Флуоресценцию можно наблюдать визуально, фотографировать, или измерять при 
помощи фотоумножителя (ФЭУ). 

3.1. Способы освещения 
Во флуоресцентной микроскопии используются два способа освещения препарата: проходящим светом [1, 

11] и падающим, светом [10, 12]. 

3.1.1. Освещение проходящим светом 
Ход лучей показан на рис. 6.2. Конденсор фокусирует возбуждающий свет в поле зрения микроскопа. 

Испускаемая флуоресценция собирается объективом и наблюдается с помощью окуляров. При такой 
конфигурации прибора достаточно двух линз: с помощью одной (конденсор) фокусируется возбуждающий 
свет, с помощью другой (объектив) собирается испускаемый свет. Для получения оптимальных условий 
наблюдения две эти линзы, имеющие собственные оптические оси, должны быть хорошо отъюстированы. 
Достичь точной юстировки и затем поддерживать ее при постоянной работе не так просто. 

 

 

Рис. 6.2. Схема освещения 
проходящим светом. И — 
источник света; ВФ — 
возбуждающий фильтр; 3—
зеркало; К —конденсор; П —
препарат; О — объектив; ЗФ—
запирающий фильтр; Ок — 
окуляр. Сплошная линия — 
возбуждающий свет; штрих-
пунктирная линия — свет 
флуоресценции. 

 

 
Недостатком освещения проходящим светом является то, что при освещении светлопольным конденсором 

практически весь возбуждающий свет попадает в объектив. Поскольку интенсивность возбуждающего света 
часто на несколько порядков выше интенсивности света флуоресценции, то для их разделения требуются 
фильтры очень высокого качества. Чтобы избежать этой проблемы, можно воспользоваться темнопольным 
конденсором, который освещает препарат под таким углом, что никакой прямой возбуждающий свет не 
попадает в объектив. Это содействует разделению возбуждающего света и света 'флуоресценции, которое в 
основном производится с помощью запирающих светофильтров. Но, с другой стороны, темнополь-ные 
конденсоры пропускают намного меньше возбуждающего света, чем светлопольные конденсоры. В случае 
применения проходящего света в сочетании с объективами большой оптической силы требуется помещать 
между конденсором и предметным стеклом иммерсионное масло, что также создает неудобства при постоянной 
работе. Недостатком освещения проходящим светом является и то, что трудно совмещать флуоресценцию с 
фазовым контрастом или светлопольной микроскопией. 

 

 

Рис, 6,3, Схема освещения 
падающим светом. СДЗ — 
светоделительное зеркало. 
Все остальные 
обозначения как на рис. 
6.2. 
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3.1.2. Освещение падающим светом 
Данный тип флуоресцентной микроскопии показан на рис. 6.3. Для фокусировки возбуждающего света на 

препарат и собирания испускаемого флуоресцирующим препаратом света используется только одна линза — 
объектив. Для отделения испускаемого света флуоресценции от непоглощенного возбуждающего света 
используется зеркало специального типа — цветное светоделительное зеркало (СДЗ, иногда называемое 
дихроичным зеркалом), которое располагается при флуоресцентной микроскопии на пути падающего света над 
объективом. Эти зеркала имеют специальное интерференционное покрытие, которое отражает на препарат свет, 
длина волны которого меньше определенного значения, и пропускает более длинноволновый свет 
флуоресценции в окуляры. Более того, возбуждающий свет, отраженный от препарата или от оптических 
деталей микроскопа и идущий в окуляры, эффективно отражается СДЗ и не попадает, таким образом, в 
окуляры. В принципе СДЗ работает и как возбуждающий, и как запирающий фильтр, но на практике нужен 
дополнительный запирающий фильтр для того, чтобы удалить остатки возбуждающего света. На рис. 6.4 
приведен пример разделения синего (460 нм) и зеленого (530 нм) света. Существуют аналогичные СДЗ для 
разделения в других частях спектра, от ультрафиолета (300 нм) до дальнего красного света (700 нм). 

 

 

Рис. 6.4. Разделение возбуждающего света и 
света флуоресценции при работе в падающем 
свете. СДЗ (светоделительное зеркало) 
располагается под углом 45° к ходу лучей, 
оно отражает синий (нужный) 
возбуждающий свет на препарат и 
пропускает зеленый свет флуоресценции от 
него в окуляры. Синий (нежелательный) 
возбуждающий свет частично отражается 
обратно в направлении источника света и 
только небольшая часть его пропускается в 
сторону окуляров [5]. 

 

 
Преимуществом зпиосвещения является то, что одна и та же система работает и как конденсор, и как 

объектив. Таким образом, фокусируя данный объектив на препарате, вы одновременно получаете правильную 
настройку всей данной части микроскопа. Освещаемое поле является полем зрения. При использовании 
масляно-иммерсионного объектива достаточно нанести масло на препарат, тогда как при работе в проходящем 
свете для получения максимальной интенсивности освещения необходимо еще нанести масло на 
высокоапертурный конденсор. Кроме того, эпиосвещение позволяет легко переходить от флуоресцентной 
микроскопии к микроскопии в проходящем свете, так как нижнее освещение остается легкодоступным. 
Последнее обстоятельство в ряде случаев имеет большое значение, например при использовании 
иммунофлуоресценции в сочетании с фазово-контрастной микроскопией. 

3.2. Источники света 
Выбор источников света определяется спектром возбуждения флуорохрома и квантовым выходом. Для 

слабых флуоро-хромов с низкой Q требуется больше света, чем для сильных флуорохромов. Некоторые 
источники света [ртутные (Hg) лампы] характеризуются крутыми пиками испускания в диапазоне 300—700 нм. 
Для других ламп, например вольфрамовых и ксеноновых (Хе), характерны менее отчетливые пики в данной 
области. Галогеновые лампы демонстрируют увеличение испускания по мере увеличения длины волны, а 
ксеноновые лампы имеют отчетливые пики в дальней красной и инфракрасной областях спектра (табл. 6.1). 

 
Таблица 6.1. Лампы, применяемые во флуоресцентной микроскопии 

 
Лампа (Вт) Средняя 

плотность 
свечения 

Диапазон длин волн (нм) Продолжительность 
эксплуатации (час) 

Ртутная 100 170000 Пики в области 300—700 200 
Ртутная 200 33000  200 
Ртутная 50 30000  100 
Ксеноновая 75 40000 Непрерывный с максимумами 

при длинах волн >800 нм 
400 
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Ксеноновая 450 35000  2000 
Ксеноновая 150 15000  1200 
Галогеновая  Интенсивность свечения 

возрастает с увеличением 
длины волны 

50 

 
Галогеновые лампы с вольфрамовой нитью (12 В, 50 и 100 Вт) представляют собой удобный и недорогой 

источник света при обычных исследованиях в тех случаях, когда препараты дают достаточно высокую 
интенсивность флуоресценции. Эти источники могут использоваться для освещения препаратов как 
проходящим, так и падающим светом, их можно легко и часто включать и выключать, не опасаясь повредить 
лампу [13]. 

В спектре испускания ртутной лампы есть характерные лишний, например 366, 405, 436, 546 и 578 нм, и, 
кроме того, имеется сильное свечение между линиями. В области синего света, например, свечение у ртутной 
лампы значительно ярче, чем у галогеновой. Ртутные лампы рекомендуется применять, если нужен УФ-свет 
или интенсивное возбуждение [14]. Выпускаются ртутные лампы мощностью 50, 100 и 200 Вт. Следует 
отметить, что лампа мощностью 100 Вт имеет меньшую дугу,, чем лампы 50 и 200 Вт. Ртутные лампы имеют 
ограниченный срок эксплуатации (около 200 часов горения) и используются с источниками питания 
переменного тока, а 100-ваттные лампы могут использоваться с источниками постоянного тока (для 
измерений). 

Для ксеноновых ламп характерен спектр испускания с относительно постоянной интенсивностью от УФ до 
красного света [13]. Поставляются лампы мощностью 75, 150 и 450 Вт с гарантированной продолжительностью 
эксплуатации соответственно 400, 1200 и 2000 часов горения. Обращаться с ксеноновыми лампами следует с 
осторожностью, так как даже холодные лампы находятся под давлением и поэтому при замене и установке 
лампы надо пользоваться защитными очками. Эти лампы работают с источниками постоянного тока. 

И ртутные, и ксеноновые лампы стоят дорого. Их следует поджигать в условиях, когда мало механических 
вибраций, например ночью, и использовать стабилизатор напряжения для компенсации больших колебаний 
напряжения в электрической сети. Это позволяет получить более стабильную точку поджига и значительно 
стабилизировать световой поток для измерений флуоресценции, которые следует производить с 
использованием источников постоянного тока. 

Лазеры позволяют получить монохроматическое излучение очень большой интенсивности и могут, таким 
образом, служить источником света при флуоресцентной микроскопии в особых случаях [15, 16]. 
Использование их в обычных исследованиях лимитируется высокой стоимостью и сравнительно коротким 
периодом эксплуатации. Лазеры могут быть источниками непрерывного или импульсного света; при 
использовании коротких импульсов возбуждения (от 1 мкс до 1 не) часто можно избежать выцветания 
флуоресценции. Лазеры применяются в сканирующей флуоресцентной микроскопии [17]—новом типе 
флуоресцентной микроскопии, который будет обсуждаться в разд. 6. 

3.3. Домики для ламп 
Лампы высокого давления должны размещаться в прочных: защитных домиках, снабженных отверстиями 

для охлаждения. Домики должны иметь приспособления для юстировки лампы в двух направлениях и 
фокусировки коллекторной линзы. В домиках для ламп часто есть держатели для установки поглощающих 
тепло или красный свет фильтров или отражающих, фильтров. Вместо теплопоглощающих фильтров лучше 
использовать отражающие тепло или инфракрасный свет зеркала, поскольку последние реже бьются. Эти 
фильтры всегда должны располагаться ближе к лампе, чем цветные светофильтры, чтобы предотвратить 
интенсивное поглощение тепла последними. Для того чтобы получить правильное освещение, при их установке 
совершенно необходимо следовать инструкциям изготовителя. 

3.4. Фильтры 
Очень важной частью флуоресцентного микроскопа являются фильтры. Их необходимо тщательно 

подбирать для каждой задачи. Выбор фильтров основывается на спектральных характеристиках и величине Q 
используемых флуорохромов, а также зависит от применяемого источника света. Фильтры нужны для того, 
чтобы выделить определенную часть спектра возбуждения или испускания. Характер их действия виден по 
кривой пропускания. 

Выпускаются фильтры разных типов: окрашенные стекла, интерференционные фильтры с полосой 
пропускания (ВР), интерференционные фильтры, пропускающие свет, длина волны которого меньше, чем 
указанная на фильтре, или наоборот больше (соответственно SP или LP), а также СДЗ (рис. 6.5). 
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Рис. 6.5. Кривые пропускания (Т) 
светофильтров типов SP (A); LP 
(Б) (интерференционных) (В) и 
светоделительных зеркал (CBS) 
(Г). 

 

 
Окрашенные стекла пропускают в большей или меньшей степени свет, соответствующий их собственному 

цвету, и поглощают дополнительные цвета. Интерференционные фильтры представляют собой стеклянные 
подложки, на которые нанесены тонкие слои солей металлов. Фильтры обозначаются значками/буквами и 
цифрами. Значки и буквы обозначают тип фильтра в соответствии с его функциями или характеристиками, а 
цифры относятся к длине волны; в случае ВР-фильтров цифры обозначают длину волны, соответствующую 
максимуму пропускания; в случаях LP- или SP-фильтров — длину волны, где их пропускание составляет 50% 
от максимального. Кроме того, для некоторых фильтров ВР-типа указывается ширина полосы пропускания (в 
нм). Кроме того, фильтры могут обозначаться в соответствии со своим положением в микроскопе (со стороны 
возбуждения или испускания), так что используемая различными фирмами-изготовителями терминология 
весьма запутана. 

3.4.1. Возбуждающие фильтры 
Полосные фильтры пропускают свет только определенной части (полосы) спектра. В качестве полосных все 

еще используются стеклянные фильтры марки BG (синее стекло) и марки UG (ультрафиолетовое стекло). Они 
имеют относительно широкие полосы пропускания. Полосные интерференционные фильтры являются более 
избирательными. Недостатком этих фильтров в прошлом было их небольшое светопропускание (30— 60%). 
Теперь проблема решена: в настоящее время фильтры ВР-типа имеют пропускание до 90% и очень узкую 
полосу, которая может использоваться для селективного возбуждения флуорохромов (линейные фильтры). 
Соответственно фильтры ВР-типа в основном используются в качестве возбуждающих, особенно когда в 
качестве источника света применяются дуговые ртутные лампы. В зависимости от качества фильтры 
различаются по цене. 

Фильтры SP-типа пропускают более короткие длины волн и эффективно отсекают более длинные волны 
[18—20]. Эти свойства делают их пригодными для использования в качестве возбуждающих фильтров, 
особенно в комбинации с фильтрами LP-типа. В таком сочетании они предпочтительнее стеклянных фильтров 
(например, марки BG), хотя, как правило, не предотвращают проникновения нежелательного возбуждающего 
света. Фильтры SP-типа, как и все интерференционные фильтры, стоят дорого, но по сравнению с более 
старыми типами интерференционных ВР-фильтров они имеют очень большое светопропускание. 

Стеклянные фильтры, используемые для возбуждения, имеют сравнительно широкую полосу пропускания и 
идентифицируются по цвету, который они пропускают. 

3.4.2. Запирающие фильтры 
Фильтры LP-типа пропускают много света в области длинных волн (90% или даже больше) и эффективно 

отсекают свет тех длин, которые короче указанной на оправе фильтра. В комбинации с SP-фильтром фильтр 
LP-типа служит эффективным избирательным фильтром для пропускания флуоресценции. Такая комбинация 
особенно полезна для последовательного наблюдения двухцветной флуоресценции с минимальным 
перекрыванием. Хотя фильтры LP-типа используются в основном как запирающие, однако в комбинации с SP-
фильтрами они могут успешно применяться и в качестве возбуждающих. До недавнего времени все LP-
фильтры были стеклянными, в настоящее время изготавливаются интерференционные фильтры данного типа. 
Некоторые стеклянные LP-фильтры при очень высоких интенсивностях обнаруживают аутофлуоресценцию, 
однако при использовании их в качестве запирающих фильтров при обычной флуоресцентной микроскопии 
данной проблемы не возникает. 

3.4.3. Цветные светоделительные зеркала 
СДЗ отражает свет тех длин волн, которые короче указанной на зеркале, и пропускает свет с большими 

длинами волн. Оно располагается под углом 45° к оптической оси и отражает возбуждающий свет в объектив 
для эпиосвещения, при котором объектив служит конденсором. Вертикальные многоволновые осветители 
выпускаются со скользящими или вращающимися гнездами для фильтров, позволяющими проводить 
эпиосвещение при различных полосах длин волн. В табл. 6.2 приведены разнообразные комбинации фильтров 
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для различных длин волн. 

3.5. Объективы и окуляры 
При эпиосвещении объектив микроскопа служит также и конденсором; таким образом, получающийся 

результат сильно зависит от выбора объектива. Не все объективы пригодны для флуоресценции, так как для 
коррекции аберраций изображения они могут иметь множество дополнительных линз. Пригодны для 
наблюдения флуоресценции ахроматы и флюоритовые объективы. При работе в проходящем свете 
интенсивность наблюдаемой флуоресценции пропорциональна квадрату ЧИСЛО-БОЙ апертуры (NA) как 
объектива, так и конденсора, а при работе в падающем свете — четвертой степени апертуры объектива. 
Яркость связана обратной зависимостью с увеличением объектива. Таким образом, при флуоресцентной 
микроскопии желательно пользоваться объективами с высокой числовой апертурой и умеренным общим 
увеличением. 

 
Таблица 6.2. Типовые комбинации светофильтров 

 
Применение Возбуждающий 

светофильтр 
Светоделительно

е зеркало 
Запирающий 
светофильтр 

Возбуждение УФ-светом (365 нм)  3 мм UG1 400 ИЛИ 410  LP430  
Возбуждение фиолетовым светом (405 нм) 3 мм BG3 + SP425 

или ВР 405 
455 или 460 LP 470 

Возбуждение синим светом (470 нм) 2XSP 490 + 2 мм 
LP 455  

600 или 510  LP 515  
  

Возбуждение зеленым светом (546 нм) ВР 546 или  
SP560 + LP 515  

580 LP 580 

 

4. Применение флуоресцентных красителей 

4.1. Нуклеиновые кислоты 
Описано очень много способов окрашивания, позволяющих получить флуоресценцию структур, 

содержащих нуклеиновые кислоты. Вероятно, одним из самых известных флуорохромов для выявления 
нуклеиновых кислот является акридиновый оранжевый [21, 22]. Механизм реакции окрашивания сложен. Он 
включает встраивание молекул красителя в нуклеиновую кислоту и электростатическое связывание. 
Акридиновый оранжевый может быть возбужден синим светом, и тогда ДНК обычно флуоресцирует зеленым, а 
РНК — красным светом [23]. Для проточной цитофотометрии часто используют этидиумбромид и 
пропидиумиодид. Оба они дают красную флуоресценцию при возбуждении синим или зеленым 
(этидиумбромид) и зеленым (пропидиумиодид) светом. 

Другой, часто используемый для окраски ядра флуорохром — это ДАФИ (4',6'-диамидино-2-фенилиндол). 
Он легко доступен и выпускается, например фирмой Sigma. ДАФИ используется в концентрации 30—1000 
нг/мл буфера (0,1 М NaCl, 10 мМ ЭДТА, 10 мМ Трис, рН 7,0). При возбуждении УФ-светом (табл. 6.2) с длиной 
волны около 350 нм ДАФИ, связанный с ДНК, дает синее свечение с длиной волны около 450 нм. Его можно 
использовать для окрашивания ядерного материала как in situ, так и при флуоресцентной спектрофотометрии в 
биохимии [24, 25]. 

В случае применения для окраски белков ДАФИ дает бело-синюю флуоресценцию при возбуждении УФ-
светом. Окрашенная ДАФИ цитоплазма ярко флуоресцирует, однако мы наблюдали быстрое снижение 
интенсивности свечения при освещении. В то же время окрашенная СИТЦ (стильбенизотиоцианатсульфоновая 
кислота) цитоплазма также дает при возбуждении УФ-светом синюю флуоресценцию, которая не выцветает в 
такой степени, как свечение после окраски ДАФИ. 

Процедуры окрашивания по типу реакции Фёльгена, такие как парарозанилин — Фёльген или акрифлавин 
— Фёльген, в основном применяются для получения поглощающих свет окрасок. Однако при использовании 
специально подобранных длин волн возбуждения, окрашенные парарозанилином ядра могут давать достаточно 
сильную красную флуоресценцию (при возбуждении зеленым светом). Ядра, окрашенные акрифлавином, 
демонстрируют при возбуждении синим светом желтую флуоресценцию. 

4.1.1. Прижизненное окрашивание флуорохромами 
Для создания контраста при флуоресцентной микроскопии требуются очень низкие концентрации 

красителей, что позволяет использовать для визуализации живых клеток такие вещества, как акридиновый 
оранжевый. Некоторые компоненты клеток обладают собственной флуоресценцией, и в комбинации с 
красителем это может давать полезную информацию. Пример такого окрашивания приведен в табл. 6.3. 
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Использование акридинового оранжевого в качестве красителя для изучения живых трипаносом уже 
описывалось в гл. 1. 

4.2. Иммунофлуоресценция 
В иммунофлуоресценции используется специфическая реакция между антителом и антигеном. Антитела, 

или иммуноглобулины, образуются в организме животных и человека для защиты против чужеродных тел 
(антигенов), таких, как бактерии, вирусы и др. Антитела, меченные флуорохромами, называются конъюгатами 
(табл. 4.6 в гл. 4). Когда конъюгаты используются в реакции антиген—антитело, место реакции можно видеть 
во флуоресцентном микроскопе вследствие отложения в нем продукта реакции. Реакция антиген—антитело 
очень специфш на- антиген не реагирует с антителами, которые не соответствуют его структуре. Можно также 
метить антигены для обнаружения антител. Наиболее известными флуорохромами, использующимися для 
мечения, являются ФИТЦ и тетраметилродаминизотиоцианат (ТРИТЦ). Максимальное возбуждение для 
ФИТЦа приходится на синюю область спектра, что дает зеленую флуоресценцию (рис. 6.1). Для возбуждения 
ТРИТЦа используется зеленый свет, а продукт реакции дает красную флуоресценцию. Комбинации синих и 
зеленых возбуждающих фильтров для работы с эпиосвещением даны в табл. 6.2. Иммунофлуоресценция — это 
широко применяемая в настоящее время техника (гл. 4, [11, 26]). Она используется также при изучении живых 
клеток. Например, маркеры мембран применяются для сортировки живых клеток с помощью проточного 
цитофлуориметра, который позволяет осуществлять разделение (сортировку) клеток. 

Иммунофлуоресценция мелких объектов, например сегментов хромосом, бывает очень слабой, и они могут 
быть значительно лучше видны при использовании мощного синего света лазера [15]. Недавно созданный 
метод визуализации слабо флуоресцирующих продуктов реакции с помощью лазерной сканирующей 
микроскопии описан в разд. 7. 

 
Таблица 6.3. Прижизненное (витальное) окрашивание пресноводного планктона 

 
1. Приготовьте суспензию живого пресноводного планктона. 
2. К двум каплям ее на предметном стекле добавьте равный объем очень разбавленного водного 
раствора акридинового оранжевого*. 
3. Накройте покровным стеклом и рассмотрите препарат. 
4. Проведите поиск, лучше с помощью (разово-контрастной микроскопии, а затем установите 
зпиосвещение препарата сине-фиолетовым возбуждающим светом. 
5. При установке желтого запирающего фильтра коловратки и другие животные дают хорошо 
заметную желто-зеленую флуоресценцию, благодаря чему можно проследить за их движениями. В 
диатомовых и других водорослях видны зеленое ядро и красные хлоролласты, можно также наблюдать, 
как некоторые из них скользят через поле зрения. 
* Маточный раствор акридинового оранжевого может храниться неограниченно долго, если он 
является достаточно концентрированным, так что имеет оранжево-коричневый цвет. Четыре капли 
такого раствора, разведенные в 250 мл воды, дадут рабочий раствор бледно-желтого цвета. 

 

4.3. Флуоресценция нейромедиаторов 
Биогенные амины, такие, как катехоламины и 5-гидрокси-триптамин, могут быть превращены в продукты с 

высоким уровнем флуоресценции путем обработки высушенных тканей парами формальдегида [27]. При 
возбуждении фиолетовым светом (табл. 6.2) катехоламины дают бело-синюю флуоресценцию, а 5-
гидрокситриптамины — желтую флуоресценцию. При использовании узкополосного возбуждения уровень 
аутофлуоресценции может поддерживаться на достаточно низком уровне, что позволяет получить 
высококонтрастное изображение [28]. 

4.4. Двойное окрашивание 
Разработка эффективных систем фильтров для возбуждения зеленым и синим светом стимулировала 

использование двух флуорохромов в одном препарате. В свою очередь использование двойного окрашивания 
привело к разработке систем вертикальных (опак) иллюминаторов, снабженных встроенной турелью с 
четырьмя дихроичными зеркалами и запирающими фильтрами, а также револьвером с возбуждающими 
фильтрами. Для наблюдения клеток после двойного окрашивания существуют специальные иллюминаторы, 
позволяющие осуществлять одним движением полную смену набора фильтров, состоящего из фильтров для 
возбуждения, запирания и дихроичного зеркала. Примерами двойного окрашивания являются окраска 
эпителиальных клеток по методу акрифлавин—Фёльген—СИТЦ (АФС) [29] и мечение ФИТЦ- и ТРИТЦ-
конъюгатами в одном препарате. 

 

 123 



 

5. Микрофлуориметрия 

5.1. Введение 
Микрофлуориметрия — это метод измерения света, испускаемого флуоресцирующим объектом, например 

клеткой или клеточной органеллой. Интенсивность флуоресценции прямо пропорциональна поглощению света 
при условии, что локальное поглощение света веществом незначительно [30]. Таким образом, при слабом 
локальном поглощении испускаемый свет пропорционален концентрации флуоресцирующего вещества. При 
высоких уровнях поглощения два явления вызывают снижение флуоресценции. Первое — это появление 
эффекта внутреннего фильтра, которое обусловлено снижением энергии возбуждающего света в более 
удаленных от источника света слоях. Поскольку при высоких уровнях локального поглощения слои, 
расположенные ближе к источнику света, поглощают значительную долю возбуждающего света, то глубоко 
расположенные слои не могут быть адекватно освещены. Вторая причина состоит в том, что существует 
явление повторного поглощения, то есть испускаемая флуоресценция частично поглощается в препарате 
окружающими слоями [30, 31]. Последнее может происходить потому, что в большинстве случаев спектры 
поглощения и флуоресценции частично перекрываются. Все это приводит к снижению уровня флуоресценции. 
Чтобы избежать этого явления,, измерения флуоресценции надо проводить за пределами области перекрывания 
спектров при большей длине волны спектра испускания. 

Во флуоресцентной микроскопии по интенсивности флуоресценции целого объекта можно оценить его 
размер. Поскольку суммарная флуоресценция является суммой локальных интенсивностей, то нет 
необходимости проводить сканирование, как это требуется при измерениях поглощения. Однако интенсивность 
измеряемой флуоресценции прямо зависит от интенсивности возбуждающего света, так что показания, 
считываемые с пустого пятна, которые будут соответствовать интенсивности нежелательного возбуждающего 
света, а также собственной флуоресценции препарата и частей оптики, не могут служить опорным сигналом. 
Таким образом, для того чтобы получать показания флуоресценции в разное время или с различных препаратов, 
следует поддерживать на постоянном уровне интенсивность возбуждающего света. 

5.2. Стандарты флуоресценции 
Примером стандарта является урановое стекло, обладающее сильной желто-зеленой флуоресценцией [32]. 

Процедура измерения состоит в следующем. 
1. Включите поджиг лампы эпиосвещения (НВО 100) и ждите 20 мин, не начиная измерений. 
2. Поместите кусок уранового стекла 25X50 мм и толщиной 2 мм (марки GG17 или 21, Schott, ФРГ) на 

столик микроскопа. 
3. Погрузите масляно-иммерсионный объектив в каплю нефлуоресцирующего масла на стекле. Будьте 

внимательны и используйте для калибровки всегда один и тот же масляно-иммерсионный объектив. Фильтры и 
другие оптические детали также должны быть всегда одни и те же. 

4. Используйте измерительную диафрагму диаметром 2 мм. 
5. Используйте максимальные показания, когда объектив практически касается стекла. 
6. Перед каждым измерением иммунофлуоресценции отрегулируйте источник питания по фотоумножителю 

так, чтобы все время получать с уранового стекла одни и те же показания. 
Другими стандартами для измерений могут служить микрокапилляры и шарики определенного размера или 

объема с известной концентрацией флуорохрома [33, 34]. 
Кроме того, стандарты необходимы для контроля реакции флуоресцентного окрашивания. В качестве такого 

стандарта можно использовать препарат, окрашенный определенным образом и содержащий клетки с 
известным количеством окрашиваемого вещества. Примером является использование диплоидных клеток в 
качестве стандарта для измерения содержания ДНК. 

 

 

Рис. 6.6. Схема хода лучей 
при микрофлуориметрии. 

 

 

5.3. Оборудование 
Микрофлуориметр обычно состоит из флуоресцентного микроскопа и прикрепленного к нему 
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светочувствительного устройства — фотоумножителя (рис. 6.6). Приборы для микрофлуориметрии желательно 
иметь с двумя системами освещения: для проходящего и для падающего света. Падающий свет в основном 
используется для измерений интенсивности флуоресценции, так как функции освещения и наблюдения 
оказываются совмещенными в объективе. Когда достигнута точная фокусировка объектива, условия 
возбуждения при перемещении стекла на столике микроскопа будут воспроизводимыми. Как только фокус 
наведен на новый участок препарата, автоматически достигаются оптимальные условия для измерений. 
Установка для воспроизведения условий освещения и измерений нижнего конденсора вместе с объективом 
более сложна, чем установка одного объектива. Кроме того, нижнее освещение может быть использовано, что 
еще более важно, для поиска объектов, которые требуется измерять. 

 

 

Рис. 6.7. Схема микроскопа, 
снабженного системой для наблюдения 
флуоресценции при освещении 
проходящим светом и системой для 
измерения флуоресценции при 
освещении падающим светом. ВФ — 
возбуждающие фильтры; 3 — затвор; 
ПД — полевая диафрагма; К — 
светлополышй конденсор; П — 
препарат; Об — объектив; СДЗ — 
дихроичное (светоделительное) 
зеркало; ЗФ — запирающий фильтр; Ок 
— окуляр; ИД — измерительная 
диафрагма; СФ — селективный фильтр; 
ФЭУ — фотоэлектронный умножитель 
НВО 100 и НВО 200 — ртутные лампы 
мощностью 100 и 200 Вт. 

 

 
Типичный микрофлуориметр схематично представлен на рис. 6.7. Идущее снизу низкоинтенсивное 

освещение от лампы накаливания или дуговой ртутной лампы, снабженной толстым возбуждающим фильтром, 
позволяет проводить поиск флуоресцирующих объектов, не вызывая их обесцвечивания. В условиях очень 
эффективного собирания света, которое достигается с помощью оптики с большой числовой апертурой и 
небольшим увеличением, интенсивность нижнего света может быть очень низкой. Это позволяет также 
полностью открыть полевую диафрагму для того, чтобы видеть все поле зрения и облегчить поиск клеток, 
которые необходимо измерять. Эпиосвещение для измерений дает ртутная лампа высокого давления НВО 100, 
работающая от хорошо стабилизированного источника постоянного тока. Для уменьшения количества 
нежелательного возбуждающего света требуется применять специальные возбуждающие и запирающие 
фильтры, а также СДЗ. Непосредственно перед ФЭУ устанавливается второй фильтр, который пропускает 
флуоресценцию только вне области перекрывания спектров возбуждения и испускания. Желателен объектив с 
умеренным увеличением и с большой числовой апертурой, собирающий много света. Полевую диафрагму 
эпиосвещения надо открывать лишь ненамного больше, чем измерительную диафрагму, чтобы предупредить 
нежелательное обесцвечивание препарата в остальной части поля зрения микроскопа сильным светом, 
используемым для измерений флуоресценции. Измерительную диафрагму с переменным диаметром можно 
настроить таким образом, чтобы она охватывала только интересующее вас изображение, что позволит избежать 
неточностей, вносимых фоновым светом. Например, в системах MPVII (Leitz) илиМРОЗ (Zeiss) измеряемое 
поле видно как освещенное пятно, накладывающееся на микроскопическое изображение. В 
автоматизированных измерительных микроскопах световой поток может быть переключен с помощью 
электронных затворов [35, 36]. Во время поиска нижний электронный затвор остается открытым. Процедура 
измерения начинается с нажатия кнопки, включающей электронную систему. Затвор на пути проходящего 
света теперь закрывается, и на короткое время (от 0,001 до 1 секунды) открывается затвор на пути падающего 
света. Присоединение микрофлуориметра к системам анализа и записи сигнала позволяет осуществлять 
автоматизированный вывод данных. 

5.3.1. Инвертированные микрофлуориметры 
У инвертированных микроскопов объектив располагается под столиком, что позволяет наблюдать клетки на 

дне ячеек непосредственно в панелях. Эти микроскопы могут также быть снабжены системами проходящего и 
падающего света. На приборах данного типа источники освещения падающим светом располагаются под 
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столиком. Примерами исследований, проводимых с помощью инвертированных микроскопов, являются 
иммунологические реакции в панелях для микротитрования (96-луноч-ные) или панелях Терасаки (60-
луночные). Микрофлуориметр может быть снабжен управляемыми через компьютер шаговыми двигателями 
для перемещения столика вдоль рядов и линий ячеек, в которых необходимо произвести измерения. 

5.3.2. Сканирующие микрофлуориметры 
Сканирующая флуориметрия может дать возможность лучшей интерпретации результатов в тех случаях, 

когда объекты нельзя достаточно хорошо изолировать от фона и поместить в центр поля измерительной 
диафрамы. Сканирующие микрофлуориметры подразделяются на те, которые сканируют препарат (в них 
имеется сканирующий столик и перемещающееся пятно), и те, которые сканируют изображение, например 
телевизионные сканнеры (разд. 6). Сканирующий столик передвигается с помощью шаговых моторов, 
работающих под контролем компьютера. Для этой цели может быть приспособлен обычный микрофлуориметр. 

Сканирование при микрофлуориметрии оказалось очень полезным для локализации флуоресценции в 
нейронах и межнейронном пространстве. Математический анализ гистограмм, получающихся в результате 
сканирования по площади (50 X Х50 мкм), дает детальную информацию об интенсивности флуоресценции, 
индуцированной формальдегидом, в нейронах, межнейронном пространстве или в иммунологически меченных 
участках нейронов [37]. 

5.4. Измерения содержания ДНК 
В качестве иллюстрации возможностей метода микрофлуориметрии мы приведем исследования на клетках 

шейки матки, проводимые в нашей лаборатории [38]. В этой работе микрофлуориметрия использовалась для 
измерения содержания ДНК в ядрах клеток. Целью было установить, действительно ли в предраковых и 
раковых очагах в шейке матки всегда имеются клетки с содержанием ДНК большим, чем 5С, и действительно 
ли данные клетки отсутствуют в препаратах, где таких очагов нет. Работа выполнялась на приборе MPVII 
(Leitz, ФРГ), снабженном системой проходящего света для поиска клеток, которые нужно измерять, и системой 
эпиосвещения для проведения измерений. Для этих целей может использоваться любой микрофлуориметр, если 
только микроскоп снабжен системами для проходящего и падающего света. Конкретно для данной задачи 
использовалась следующая методика и оборудование. 

5.4.1. Оборудование 
1. Микроскоп с микрофлуориметром, снабженный двумя ртутными лампами — НВО 200 для проходящего 

света с источником переменного тока и НВО 100 для падающего света и проведения измерений с источником 
постоянного тока (рис. 6.7). 

2. Наблюдения в проходящем свете проводились при фиолетовом свете (425 нм) для того, чтобы после 
окраски АФС-методом были видны ядро и цитоплазма (разд. 5.4.3). После теплопоглощающего фильтра 
устанавливалась комбинация фильтров для возбуждения SP 425 + 3 мм BG 3. Свет флуоресценции проходил 
через дихроичное зеркало (470 нм), необходимое для эииосвещения. В качестве запирающего использовался 
фильтр LP 460. 

3. Для измерений использовалось эпиосвещение. Свет для возбуждения окрашенных акрифлавином ядер 
имел длину волны 485 нм (синий). После теплопоглощающего фильтра устанавливалась следующая 
комбинация фильтров: LP 475 + + 2XSP 490 + 4 мм BG 38. Для эпиосвещения требуется установить в ходе 
лучей дихроичное зеркало, которое в данном случае было марки DM 470. Следует заметить, что в случае 
возбуждения синим светом данное дихроичное зеркало не является оптимальным, но оно применяется в 
качестве компромиссного варианта, поскольку позволяет использовать возбуждение при длине волны 405 нм и 
проводить измерения при длине волны 485 нм. В качестве запирающего использовался фильтр LP 590. 

4. Применялись масляно-иммерсионные объективы X25/0,75 (для поиска клеток) и планапохромат X 63/1,4 
(для проведения измерений). 

5. Флуоресценцию, возбуждаемую проходящим светом, наблюдали с помощью окуляров (Х6,3), а 
флуоресценция от падающего света направлялась непосредственно в ФЭУ. После преобразования сигнала из 
ФЭУ в аналогово-цифровом преобразователе (АЦП) результаты можно было получать с помощью 
микрокомпьютера. 

6. Для того чтобы избавиться от вносимых фоном искажений, применялась диафрагма с изменяемым 
диаметром отверстия. Полевая диафрагма при эпиосвещении устанавливалась таким образом, что освещаемая 
область была лишь немного больше той области, в которой проводились измерения, чтобы предотвратить 
обесцвечивание препарата в остальной части поля зрения. 

7. Для переключения с проходящего на падающий свет использовались электронные затворы. Нажатием 
кнопки они включались одновременно с автоматической измерительной системой. 

5.4.2. Подготовка материала 
1. Соскребите клетки с шейки матки с помощью тампона из шерсти с акрилом. Поместите тампон в 

сохраняющий раствор [физиологический фосфатный буфер (ФСБ) или полиионный раствор с 25% этанола]. 
2. Взболтайте раствор для удаления клеток с тампона и осадите клетки с помощью центрифугирования. 
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3. Ресуспендируйте осадок в 0,5 мл фиксатора Эспости (уксусная кислота : метанол : дистиллированная вода 

в соотношении 7:33:30). 
4. Для диссоциации клеток пропустите суспензию 50 раз шприцем через иголку № 21, затем добавьте к 

суспензии лимфоциты (выделенные из свежей крови после центрифугирования). 
5. Сделайте препарат, нанеся две капли суспензии на предметное стекло. 
6. Высушите препарат в течение 30 мин при 50 °С в парах параформальдегида. 
7. Непосредственно перед окрашиванием зафиксируйте препарат раствором Карнуа (15 мин). 

5.4.3. Процедура окрашивания 
Процедура окраски АФС-методом. 
1. Промойте препарат водой два раза по 3 мин. 
2. Проведите гидролиз 30 мин в 5 М НС1 (при 28 °С) и снова промойте препарат водой в течение 3 

мин. 
3. Окрасьте препарат 0,01%-ным раствором акрифлавина (Chroma, ФРГ) в течение 15 мин (при 28 

°С), а затем обработайте 10 мин 1 М НС1 в 70%-ном метаноле. 
4. Промойте препарат водой в течение 5 мин. 
5. Добавьте на 15 мин 0,01% СИТЦ (Polyscience, Великобритания), приготовленный на фосфатном 

буфере (рН 7,6). 
6. Промойте препарат в течение 3 мин водой, затем 100%-ным этанолом (6 раз по 5 мин), 5 мин 

смесью этанол: ксилол (1:1) и, наконец, ксилолом (2 раза по 5 мин). 
7. Заключите препарат под покровное стекло в Fluormount (Gurr, Великобритания). 

При использовании данного метода изображение цитоплазмы не мешает наблюдать ядро. Информацию о 
цитоплазме также можно получить либо отдельно, либо рассматривая общее изображение клетки. Данная 
методика приготовления препаратов и их окраски [29] была недавно модифицирована и приспособлена для 
выполнения на центрифуге с откидными стаканчиками [39], но это дало лишь возможность более точной 
оценки поглощения. Другая методика приготовления мазка клеток шейки матки приведена в табл. 4.20. 

5.4.4. Проведение измерений 
1. Включите источники света и компьютер, подождите около 20 мин, чтобы лампы стабилизировались. В 

это время установите полевую диафрагму для падающего света таким образом, чтобы она была открыта 
немного больше, чем измерительная диафрагма, настроенная на размер большого ядра, а полевую диафрагму 
под столиком микроскопа полностью откройте. С помощью тест-объекта установите освещение по Кёлеру, как 
описано в гл. 1. 

2. Установите препарат на столик и, используя проходящий свет, найдите лимфоцит. Его ядро и цитоплазма 
будут давать слабую флуоресценцию. Будьте внимательны: нужно выбрать для измерений такое ядро, которое 
четко отделяется от других ядер. 

3. Установите темновой ток ФЭУ на ноль. 
4. Смените объектив на Х6З и установите такой диаметр измерительной диафрагмы, чтобы она как раз 

окружала изображение ядра. Для измерений следует воспользоваться неавтоматическим режимом постоянного 
измерения и установить показания прибора на 200 относительных единиц. Повторите эту процедуру измерений 
с другими лимфоцитами несколько раз до тех пор, пока у вас не будут получаться результаты около 200 
единиц. 

5. С этого момента считываемые показания уже не исправляются. Переключите прибор в автоматический 
режим с распечаткой выходных данных. 

6. Найдите и измерьте 10 лимфоцитов и 10 средних эпителиальных клеток в препарате. Перед каждым 
измерением объектив Х6З вводится в ход лучей, и измерительная диафрагма устанавливается вручную. Затем 
нажимается кнопка и регистрируется полученное значение флуоресценции в падающем свете. 

7. Найдите ядро эпителиальной клетки, в котором по его виду содержится большое количество ДНК. Для 
каждого такого ядра измеряйте величину его флуоресценции, как описано в п. 6. 

8. Исследуйте все предметное стекло для измерения флуоресценции во всех указанных на этапе 7 клетках. 
9. После окончания измерений все результаты распечатывают. 10. Хотя лимфоциты и нормальные 

эпителиальные клетки являются диплоидными, то есть содержат ДНК в количестве 2С, величина их 
флуоресценции, получаемая при использовании описанного выше метода, различается. Величина поглощения в 
отдельных участках, особенно в лимфоцитах, превышает значения 0,1—0,3, которые требуются для 
соблюдения линейной зависимости флуоресценции от содержания вещества. Было показано, что значения 
флуоресценции для нормальных эпителиальных клеток в 1,3 раза выше, чем для лимфоцитов. Для того чтобы 
определить плоидность выбранных клеток, необходимо разделить величину их флуоресценции на половину 
среднего значения для лимфоцитов, умноженного на 1,3. На основе вычисленных значений диплоидного 
содержания ДНК можно построить гистограмму. Мы исследовали около 800 образцов из шейки матки и смогли 
заключить, что все препараты из заметных предраковых очагов или раковых образований содержат клетки с 
количеством ДНК, большим чем 5С. Такие клетки присутствовали также в 10% образцов, взятых из участков 
без патологических изменений, или из тех, где имелись только воспалительные изменения. По 
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морфологическим данным, в препаратах нормальной ткани большинство клеток с высоким содержанием ДНК 
имели увеличенное, правильной формы бледное ядро, тогда как ядра в препаратах, полученных с 
патологических участков, часто имели неправильную форму и обладали гиперхроматизмом. Эти результаты 
легли в основу создания автоматической системы анализа телевизионного изображения (LEYTAS) для 
исследования цитологии шейки матки (разд. 6). 

Количественное определение нуклеиновых кислот с помощью микрофлуориметрии проводится также во 
многих других лабораториях [30, 31, 40]. 

6. Анализ изображения при флуоресценции 
Вместо того чтобы наблюдать полученное в микроскопе изображение с помощью окуляров, его можно 

ввести в телевизионную камеру, присоединенную к микроскопу. Компьютеры для анализа изображения, 
соединенные с такими микроскопами, могут анализировать это телевизионное изображение после его 
превращения в цифровое изображение. Примером такого прибора является Лейденская система телевизионного 
анализа (LEYTAS). Она состоит из микроскопа с автоматическим управлением, телевизионной камеры, 
компьютера для анализа изображения (Leitz, ФРГ) и буферной памяти (рис. 6.8). Эксперименты по анализу 
изображения на данной установке показали, что при достаточно яркой флуоресценции отношение сигнал/шум 
является вполне адекватным. В качестве примера можно отметить, что телевизионное изображение препарата, 
окрашенного для определения антиядерного фактора, имело достаточную яркость и контраст. С помощью 
специальных методов и системы LEYTAS можно автоматически отбирать ядра в соответствии с заранее 
поставленными условиями, избегая артефактов [41]. Такая возможность имеет большое значение для поисков 
клеток, встречающихся со столь низкой частотой, что их поиск вручную занимает слишком много времени. 
Применение подобных исследований описано в следующем разделе. 

 

 

Рис. 6.8. Система LEYTAS для анализа 
флуоресцентного изображения. 
Микроскоп соединен с телекамерами: одна 
(вверху) работает при поглощении света, 
другая (слева) — при флуоресценции. 
Микроскоп работает под контролем 
компьютера. Впереди на фотографии 
видны кабели, соединяющие микроскоп с 
компьютером. Проводимый компьютером 
скрининг можно отслеживать на мониторе 
и общаться с системой через терминал. 
Монитор на терминале выдает 
количественные данные скрининга. 

 
 

 

6.1. Телевизионный анализ при определении редких мутантных клеток 
С точки зрения исследований окружающей среды очень важно разработать тест, с помощью которого можно 

было бы выявлять возможную токсичность различных веществ или радиации непосредственно для человека. 
Исходя из того что точечные мутации в эритроцитах проявляются в виде отклонений в структуре гемоглобина, 
один из таких аномальных гемоглобинов — гемоглобин S (HbS) — был выбран для дальнейших исследований 
как тест на возникновение мутации. Клетки, содержащие гемоглобин S, которые могут быть выявлены с 
помощью меченных ФИТЦ антител против HbS [42], у «нормальных» людей встречаются исключительно 
редко. По визуальным подсчетам их частота составляет 1 на 10 миллионов эритроцитов. Разумеется, такие 
подсчеты не могут производиться постоянно. Автоматизированная система анализа изображения значительно 
лучше приспособлена для данной работы: скорость скрининга будет выше и процесс скрининга не зависит от 
разведения препарата или утомляемости оператора. Проточная цитометрия не может быть использована для 
определения этих редких мутантов, поскольку при данном методе процедуры исключения артефактов не столь 
надежны, как при цитометрии,, основанной на анализе изображения. При проточной цитометрии невозможно 
выявить несколько истинных мутантов на фоне большого числа артефактов. Даже если добиться снижения 
частоты артефактов, с помощью проточной цитометрии нельзя визуально оценить положительные клетки, и 
таким образом, она непригодна для обнаружения редких событий. 

Для данного исследования используются большие предметные стекла размером 8x8 см, на которые 
осаждаются центрифугированием примерно 50 млн клеток. Используются эффективные поликлональные 
антитела против HbS, которые дают сильную флуоресценцию ФИТЦа на фоне слабой флуоресценции 
нормальных эритроцитов, содержащих гемоглобин А. Контраст получаемого в микроскопе изображения вполне 
достаточен для автоматической цитометрии. 
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Вновь сконструированный многопараметрический микроскоп фирмы Leitz позволяет проводить 

одновременно анализ поглощения гемоглобина эритроцитов и флуоресценции меченных ФИТЦ клеток, 
содержащих гемоглобин S, причем можно анализировать миллионы клеток. Система (LEYTAS), соединенная с 
анализирующим изображение компьютером, сначала фокусируется и считает все эритроциты вдоль одного 
ряда полей зрения, используя нижнее освещение фиолетовым светом (415 нм). После сканирования по одной 
линии длиной 8 см освещение по команде компьютера меняется с проходящего на падающее, и все поля зрения 
вдоль линии сканирования анализируются повторно, причем сканирование для определения флуоресцирующих 
объектов ведется в соответствии с кривой ранее определенных положений фокуса. Для каждого определенного 
объекта его флуоресцентное и поглощающее изображение хранятся в памяти в виде уровней серого. Из памяти 
изображение выводится на телевизионный экран, что позволяет визуально оценить выбранные объекты (рис. 
6.9). От каждого подозрительного сигнала в памяти сохраняется одно флуоресцентное и два поглощающих 
изображения. Визуальное сравнение флуоресцентного и поглощающего изображений при большом увеличении 
позволяет определить природу данного сигнала. Таким образом артефакты можно отличить от заслуживающих 
внимания клеток. То, что сигнал действительно соответствует мутантной клетке, подтверждается с помощью 
микроскопа. Поскольку все координаты сохраняются в памяти, то выставление клеток производится 
автоматически. Большинство сигналов являются артефактами. На рис. 6.9 только кадр № 79 относится, 
вероятно, к мутантной клетке [43], что можно было бы подтвердить с помощью микроскопа. 

 

 

Рис. 6.9. Выявление с помощью 
системы LEYTAS 
подозрительных изображений в 
препарате, окрашенном 
меченной ФИТЦ сывороткой 
против S-гемоглобина. Эти 
изображения выводятся на 
монитор. Слева направо: номер 
кадра, его флуоресцентное 
изображение и изображение 
того же кадра, формирующееся 
за счет поглощения при 
большем увеличении 

 
Другие антитела против мутантных эритроцитов были использованы Лэнглойсом с соавт. [44], 

определявшими мутантные клетки с помощью проточной цитометрии. Можно предположить, что частота 
выявленных в этой работе мутантов была значительно выше, чем частота встречаемости клеток с HbS. 

Помимо определения редких мутантов, анализ изображения может быть также применен для определения 
редких раковых клеток в период ремиссии, а также инфицированных вирусом клеток на ранней стадии 
инфекционного заболевания. 

7. Сканирующая лазерная микроскопия 
Обычно в микроскопии изображения очень мелких структур получают путем освещения всего препарата и 

увеличения изображения объективом. При использовании вместе с микроскопом телевизионной камеры 
принцип получения изображения не изменяется — изображение также создается объектом, и лишь затем 
сканируется телекамерой. Фактически все методы сканирования применялись в основном в весьма 
ограниченной области микрофотометрии — для определения величин поглощения, флуоресценции или 
отражения. Недавно техника сканирования была применена для создания высококачественных изображений с 
помощью мощных и хорошо сколлимированных лазерных пучков. В оптической лазерной сканирующей 
микроскопии объект не освещается целиком, а сканируется шаг за шагом [17, 45—47]. В каждой освещенной 
точке измеряется прошедший, отраженный или испускаемый свет. Изображение создается за счет накопления 
результатов этих измерений для каждой точки после их аналоговой или цифровой обработки, как матрица в 
памяти компьютера. 

В приборе, имеющемся в нашей лаборатории (Zeiss, ФРГ), сканирование выполняется с помощью 
гальванометров с сервоприводами. Время сканирования сравнительно короткое (2 с на поле из 512x512 
пикселов). Процесс сканирования контролируется микропроцессором. В качестве фотодетектора используется 
ФЭУ. Его сигнал проходит через блок аналоговой обработки, который контролирует яркость и контрастность. 
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После оцифровки этот сигнал попадает в буферную память, куда он записывается с видеочастотой. 
Соответственно стационарное изображение на мониторе получается при условии, что во время считывания 
столик стоит неподвижно. Плавно меняющееся увеличение может быть получено с помощью блока 
переменного увеличения. Сканирующий лазерный микроскоп можно использовать как с обычным, так и с 
лазерным источником света. С помощью лазера можно получить как падающее освещение (для отражения и 
флуоресценции), так и проходящее освещение (для поглощения, фазового или дифференциального 
интерференционного контраста). В качестве обычного источника света можно использовать только лампу 
накаливания, снабженную световодом. Для обеспечения лучшей фокусировки и возможностей поиска на 
препарате, а также для исследования препаратов с двойным окрашиванием, мы добавили к лазерному сканнеру 
обычный блок эпиосвещения. Принципиальными преимуществами лазерного сканирования являются: 

1) низкий уровень аутофлуоресценции в оптическом пути, который достигается благодаря точечному 
освещению; 

2) высокая чувствительность микроскопа, возникающая вследствие использования мощного лазерного 
света, сфокусированного в точке. Можно наблюдать даже слабо флуоресцирующие ДНК-зонды; 

3) использование оптики с малым увеличением. Интенсивность флуоресценции достаточно высока, что 
позволяет работать с объективом Х2,5. Это является важным преимуществом при проведении исследований 
мозга; 

4) низкий уровень выцветания, так как время освещения каждой точки очень короткое; 
5) возможность проведения многофакторного анализа; 
6) последовательное сканирование на разных уровнях при конфокальной сканирующей микроскопии. 
Данный метод применяется в тех исследованиях, где надо работать с очень слабой флуоресценцией, 

например при проведении реакции гибридизации. Лазерная сканирующая микроскопия много дала также для 
исследований мозга, поскольку она позволяет использовать оптику с малым увеличением, необходимую при 
исследовании связей в нервных сетях. На рис. 6.10 представлены нервные клетки из гиппокампа крысы. Эти 
клетки были маркированы для выявления специфических молекул. По сравнению с нормальной 
флуоресцентной микроскопией контраст между изображением и фоном, получаемый с помощью лазерного 
сканирования, намного выше: здесь остается только очень низкий уровень нежелательного фонового свечения. 
С помощью лазерного сканирования реакцию можно также оценить количественно, поскольку данная техника 
позволяет установить порог между клетками и фоном для улучшения контраста изображения, получаемого с 
препаратов с очень низким содержанием продукта реакции. 

Кроме того, лазерное сканирование открывает новые возможности для исследования с помощью световой 
микроскопии без дополнительного окрашивания ультратонких срезов, изготовленных для электронной 
микроскопии [48, 49]. 

 

 

Рис. 6.10. Флуоресцентное изображение 
гиппокампа крысы, полученное с 
помощью лазерного сканирующего 
микроскопа. Срезы были обработаны 
флуоресцентно меченными антителами 
к гуанинмонофосфату. Увеличение: 
объектив Х40; окуляр ХЮ. Шкала 100 
мкм. 
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МИКРОМЕТРИЯ И АНАЛИЗ ИЗОБРАЖЕНИЯ 
С. Дж. Брэдбери 
 

1. Введение 
Необходимость измерения объектов, видимых в микроскоп» возникла давно. Хотя человеческий глаз и 

является весьма со вершенным прибором, который позволяет даже при очень низ-» ком контрасте определять 
характер расположения частиц, разделять частицы по размерам, определять их соприкосновение и даже 
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перекрывание, он, однако, мало приспособлен для количественного определения размеров, подсчета площадей 
и численностей, так что для этого приходится использовать специальные приборы. С восемнадцатого столетия 
в микроскопии применяется метод измерения длины с помощью простейших приспособлений, которые 
являются прообразами нынешних приборов. В девятнадцатом столетии, благодаря совершенствованию 
микроскопа точность этих основных методов измерений возросла, их стало возможно использовать при работе 
на пределе разрешающей способности и увеличений. Однако только в последние 30 лет благодаря развитию 
электроники и, совсем недавно микрокомпьютеров, техника измерений стала действительно точной. К тому же 
появилась возможность измерять не только линейные размеры, но и такие параметры объекта, как площадь, 
периметр, величина, оптическую плотность и многие другие. Полученные в результате таких измерений данные 
можно хранить, использовать для проведения статистического анализа с целью определения степени 
корреляции и доверительного уровня, что помогает обнаруживать неожиданные взаимосвязи между 
многочисленными переменными. 

2. Простая микрометрия 
Хотя в наши дни измерения часто проводятся на сложном электронном оборудовании, присоединенном к 

микроскопу, однако в обычной практике рядовые микроскописты будут, вероятно, использовать в основном 
простые методы. Следует помнить, однако, что эти простые методы имеют свои ограничения и пригодны лишь 
для определения длины, углов и численности объектов. С помощью стереологической техники можно с 
высокой точностью определить некоторые другие параметры, например площадь, плотность поверхности, 
парциальный объем, размеры зерен, геометрические параметры. 

2.1. Измерения длины 
Наиболее часто возникает необходимость узнать длину объекта или его диаметр, если объект имеет 

округлую форму. Любое измерение длины основано на сравнении объекта со шкалой. В обычной жизни, чтобы 
узнать длину объекта, вдоль него легко можно протянуть рулетку и прочесть ее показания. В микроскопе это 
сделать не так просто. Хотя в принципе можно изготовить предметные стекла с точными линейками, но на 
практике на такие стекла препараты не монтируют. Вместо этого микроскопист накладывает на изображение 
объекта изображение промежуточной шкалы с условными делениями, которая заменяет рулетку. После 
соответствующей калибровки с помощью мерной шкалы промежуточная шкала, представляющая собой 
помещенную в окуляр сетку, может быть использовала для измерений. Другие методы будут рассмотрены в 
разд. 2.1.3 и 2.1.4. 

2.1.1. Окулярная сетка (окуляр-микрометр] 
Простейший способ нанести шкалу — это выгравировать серию делений на круглой стеклянной пластинке, 

называемой окулярной сеткой. Окулярная сетка монтируется в микроскопе так, что нанесенная на нее шкала 
видна в фокусе одновременно с изображением. Обычно стекло с сеткой лежит на диафрагме окуляра, т. е. в его 
фокальной плоскости, совпадающей с плоскостью создаваемого объективом первичного изображения. 
Поскольку плоскость диафрагмы окуляра сопряжена с плоскостью препарата, то сетка, таким образом, 
автоматически оказывается в фокусе вместе с изображением препарата. Размер стекла с сеткой определяется 
внутренним размером тубуса окуляра. Стандартные сетки имеют диаметр 16, 19 или 21 мм, сетки других 
размеров поставляются по специальному заказу. В более дорогих устройствах сетки расположены в виде 
сэндвича между двумя стеклами. Преимуществом такой конструкции является то, что любая пыль или 
повреждение на поверхности сетки оказываются не в фокусе, когда он наведен точно на сетку. Более низкую 
стоимость имеют сетки, которые прикреплены или нанесены на нижнюю поверхность стеклянного диска так, 
чтобы они правильно читались. 

Если при установке стеклянного диска в окуляр изображение шкалы оказывается не совсем резким, его 
можно сфокусировать, слегка отворачивая верхнюю линзу окуляра. Более удачное решение этой проблемы 
состоит в том, чтобы вставить измерительную шкалу в фокусируемый окуляр (такой, где предусмотрено 
значительное перемещение глазной линзы), что позволит всегда уверенно наводить на нее фокус. Такой окуляр 
называют обычно «измерительным окуляром» (рис. 7.1). 

Наносимые на окулярные сетки шкалы могут иметь различный вид (рис. 7.2). Основу их чаще всего 
составляет горизонтальная или вертикальная линия, на которую нанесено различное число делений. 
Существуют также шкалы с перекрестьями или сеточками. Они используются для специальных целей, 
например для того, чтобы замечать определенную точку в изображении или делить поле зрения на маленькие 
части для упрощения подсчета частиц. Типичная окулярная шкала представляет собой линию длиной 10 мм, 
разделенную на 10 больших делений (по 1 мм), каждое из которых разделено на 10 маленьких делений. Важно 
помнить, что видимые размеры делений окуляр-микрометра не имеют прямого отношения к истинным 
размерам деталей препарата, находящегося в поле зрения. Калибровка окуляр-микрометра различается для 
каждого объектива, она зависит от длины тубуса микроскопа и разведения бинокулярной насадки для глаз. По 
этой причине необходимо калибровать окуляр-микрометр для каждого объектива микроскопа. Если такая 
калибровка однажды сделана (с помощью объект-микрометра), то она сохраняет свое значение до тех пор, пока 
вы работаете с тем же объективом, тубусным расстоянием микроскопа и межзрачковым расстоянием 
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бинокулярной насадки. 

Калибровочная шкала, или, как ее часто называют, объект-микрометр, представляет собой предметное 
стекло стандартных размеров с точно нанесенной на него шкалой. Эти шкалы могут быть различными, но 
обычно они имеют длину 1 мм и разделены на 100 делений по 10 мкм каждое. Другие варианты объект-
микрометров для использования при работе с малыми увеличениями имеют длину шкалы 2, 5 или даже 10 мм с 
соответственно более крупными делениями. Объект-микрометры можно использовать при исследованиях в 
проходящем и падающем свете. С помощью окуляр-микрометра нельзя достичь большой точности измерений, 
которая лимитируется точностью изготовления шкалы и, что более существенно, способностью наблюдателя 
прочесть показания шкалы на краях измеряемого объекта. Тем не менее, данная процедура требует очень мало 
оборудования, легко выполнима и в большинстве случаев дает удовлетворительные результаты. Метод 
калибровки окуляр-микрометра приведен в разд. 2.1.5. 

 

 

Рис. 7.1. Окуляр-микрометр. Окуляр 
содержит шкалу, на которую 
производится фокусировка 
перемещением подвижной части тубуса, 
содержащей глазную линзу (на рисунке 
слева). Нанесенные по окружности 
тубуса деления указывают на его 
нормальное положение. Обратите 
внимание на фиксирующее кольцо с 
насечкой для фиксации подвижной части 
тубуса. 

 
 

 
 

Рис. 7.2. Схемы некоторых выпускаемых окулярных шкал. А и Б — горизонтальные и 
вертикальные микрометрические линейки. В — скрещенный микрометр; Г — шаговый 
микрометр; Д — сетка из квадратиков; Е — перекрестье; Ж — квадраты; 3 — половинный 
транспортир, калиброванный в градусах. 

 

2.1.2. Микрометр с волоском, или винтовой микрометр 
(Окуляр-микрометр с волоском, который иногда называют винтовым окуляр-микрометром, позволяет 

производить измерения быстрее, чем при помощи простого окуляр-микрометра со шкалой. Он, кроме того, 
более прост в обращении. Окуляр-микрометр с волоском (рис. 7.3,Л) имеет подвижную нить (которую часто 
называют опорной линией), расположенную в фокальной плоскости. При вращении винта с помощью 
наружного барабана нить движется в окуляре поперек поля зрения. На барабане имеется шкала, так что его 
перемещения могут быть точно измерены. В некоторых окуляр-микрометрах с волоском есть фиксированная 
линия, которая служит точкой отсчета,— к ней подводят один край измеряемого объекта. Если имеется только 
опорная линия, то при проведении измерений ее следует сначала подвести к одному краю объекта, а затем к 
другому. Показания барабана снимают при каждом положении нити и по разности между этими величинами, 
когда окуляр прокалиброван с помощью объект-микрометра, можно определить размеры объекта в препарате. 

Некоторые фирмы выпускают другой вариант винтового окуляра, известный как окуляр с занавесом, 
который очень прост в употреблении. В нем тонкая опорная линия отсутствует. Вместо нее с одной стороны 
поля зрения располагается область, где изображение выглядит более темным. При вращении барабана другая 
темная область (или занавеска) появляется с другой стороны поля зрения и достигает стационарной занавески. 
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Границы занавесок используются как метки, охватывающие объект точно также, как перемещающиеся опорные 
линии. 

 

 

Рис. 7.3. А. Окуляр-микрометр с 
нитью. Расположенное в верхней 
части кольцо с накаткой служит 
для фокусировки опорных линий. 
Справа — барабан с 
градуировкой, служащий для 
контроля перемещения одной из 
линий. Б. Окуляр-микрометр 
сдвига. Внизу видна глазная 
линза, справа от домика — 
ручной счетчик и 
перемещающий изображение 
барабан. Счетчик передвигается 
на одну единицу при 
перемещении барабана на каждое 
деление после нуля. Нанесенные 
на счетчике деления позволяют 
определять цену одного деления, 
относящегося к перемещению 
барабана. 

 

 

2.1.3. Окуляр-микрометр сдвига 
Этот вид окуляра (рис. 7.3,Б), впервые созданный Ватсонсом (Watsons), а позднее Виккерсом (Vickers), дает 

возможность измерять микроскопические объекты с точностью, в 10 раз более высокой, чем та, которую 
обеспечивает стандартный окуляр-микрометр. Хотя в настоящее время данный окуляр уже не выпускается, тем 
не менее, во многих лабораториях еще хранятся окуляр-микрометры сдвига. Принцип их работы состоит в 
расщеплении микроскопического изображения на два, которые затем могут быть разведены или сведены на 
различные измеряемые расстояния (рис. 7.4). Данный сдвиг осуществляется внутри окуляра вращением призм в 
вертикальной плоскости относительно средней оси или вращением двух зеркал, установленных в каретке. Два 
разделенных изображения окрашены, одно в красный, другое в зеленый цвет, что позволяет очень точно 
определять величину сдвига. В точке совмещения можно видеть нормальное изображение, а при вращении 
ручки оно расщепляется на два. Когда два изображения соприкасаются, в области перекрывания появляется 
контрастная темная линия (рис. 7.4). Данная система позволяет очень точно совмещать края (чем и 
определяется точность измерений), причем объект не требуется двигать для совмещения с опорной или 
подвижной линией. Кроме того, смещенными в поле зрения оказываются все объекты, так что, производя 
установку для одного объекта, можно сразу же определить относительно него величину других объектов. При 
работе окуляр-микрометра сдвига результаты обычно считываются со шкалы ручного счетчика, хотя иногда у 
него имеется верньер для более точной установки величины сдвига. Как и все окуляр-микрометры, окуляр-
микрометр сдвига должен быть откалиброван с помощью объект-микрометра. Это делается следующим 
образом. Выбирают подходящее число делений (например, десять), которые сдвигают в одну сторону, в 
результате чего их изображения перекрываются так, что изображение первой линии попадает на изображение 
десятой линии. Отмечают показания счетчика. Затем поворачивают контрольную рукоятку так, чтобы 
изображения такого же числа линий совместились в обратном порядке, и вновь отмечают показания счетчика. 
Половина разности между первым и вторым показаниями счетчика дает величину сдвига для выбранного числа 
делений. Отсюда можно рассчитать величину сдвига, приходящуюся на единицу шкалы счетчика. 
Аналогичный прием используется при измерении объектов: берутся два последовательных показания счетчика 
при сдвигах, когда изображение объекта полностью разделено в одном, а затем в противоположном 
направлении. Разность показаний делится на два и умножается на откалиброванную цену деления счетчика, что 
дает искомые размеры. При другом способе измерений можно брать последовательно показания счетчика в 
положениях, когда два изображения объекта полностью совпадают (нулевой сдвиг) и полностью разделены в 
одном направлении. В этом случае размер объекта просто равен разности показаний счетчика, умноженной на 
цену его деления. С любым окуляр-микрометром сдвига оператор быстро научится определять положение 
нулевого сдвига, так что второй метод, требующий только одного сдвига изображений в окуляре до полного их 
расхождения, окажется более быстрым, хотя и менее точным, чем метод двойного сдвига. 
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Рис. 7.4. Схема, иллюстрирующая 
действие окуляр-микрометра сдвига. 
4 — картина, которая видна при 
совмещенных изображениях. 

1—3 — сдвиг изображений в 
одном направлении; 

2 и 6 — изображения раздвинуты 
правильно; при данных положениях 
изображений следует считывать 
показания. 

 

 

2.1.4. Другие методы измерения длины 
Хотя наиболее часто применяются методы измерений, описанные в разд. 2.1.1 и 2.1.2, иногда возникает 

потребность в быстрых и относительно грубых измерениях. Если объект достаточно велик (и соответственно 
используется малое увеличение микроскопа), то можно проводить измерения, перемещая объект с помощью 
препаратоводителя на столике микроскопа и контролируя перемещения с помощью перекрестья в окуляре (рис. 
7.2, Е]. Размеры объекта при этом определяются, исходя из положений шкалы и нониуса столика в начале и в 
конце перемещения. Данный метод обладает тем неудобством, что показания шкал механического столика 
часто бывает трудно сколько-нибудь точно прочесть, что приводит к ошибкам величиной до 100 мкм. 

Можно также проводить измерения на спроецированном изображении объекта. Изображение можно 
спроецировать либо на специальную просмотровую насадку с экраном из матового стекла, либо на лист белой 
бумаги, приколотый к стене или к столу. Изображение объекта оказывается при этом достаточно увеличенным, 
так что его можно мерить обычной рулеткой, деления которой были предварительно откалиброваны по объект-
микрометру, спроецированному с помощью той же оптики и при том же расстоянии проекции, что и объект. 
Преимуществом такого способа измерений является то, что изображение объекта намного больше, чем в 
окуляр-микрометре, и непосредственные измерения оказываются проще. 

В настоящее время выпускается несколько электронных систем на основе телевидения, которые 
монтируются на микроскоп и позволяют производить точные измерения линейных размеров. В большинстве 
случаев измерительная шкала в них накладывается на телевизионное изображение препарата. Затем с помощью 
электронных средств управления размеры шкалы подгоняются к размерам интересующего вас объекта, 
величина которого выводится при этом непосредственно на цифровое устройство для чтения или на экран. Для 
начальной калибровки здесь, как и во всех измерительных системах, необходимо использовать стандартную 
шкалу. В некоторых более сложных приборах имеется система установки уровня серого для контуров объекта. 
В этом случае при проведении измерений прямоугольные рамки или курсоры можно более точно подвести к 
границам объекта благодаря тому, что для них устанавливается 50%-ный уровень между белым и черным. 
Другие приборы позволяют измерять прямоугольники (или круги) по заранее задаваемым пользователем 
отклонениям в уровнях яркости; они позволяют также проводить измерения углов и простейшие подсчеты 
клеток. Такие системы (например, Crystal, RMC-D3 или Portascan — разд. 6) очень удобны, когда нужно 
проводить много стандартных измерений и цена прибора (которая может достигать нескольких тысяч фунтов 
стерлингов) приемлема. 

2.1.5. Калибровка и использование окуляр-микрометра с линейкой или окуляр-микрометра с 
подвижным волоском 

Для калибровки рекомендуется следующая процедура. 
1. Установите в микроскопе правильное освещение по Кёлеру, используя соответствующий объектив и 

контрастный препарат. 
2. Замените препарат объект-микрометром и установите изображение его шкалы в поле зрения. 
3. Возьмите окуляр-микрометр и наведите микроскоп на освещенное поле. Вращая фокусирующую оправу 

окуляра, наведите на резкость его шкалу. Следует избегать аккомодации глаза. 
4. Замените окуляр на окуляр-микрометр и поверните последний так, чтобы установить шкалу параллельно 
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шкале объект-микрометра. 

5. Установите шкалу в окуляре таким образом, чтобы на одном конце она совпадала со шкалой объект-
микрометра (рис. 7.5): отметка «О» на сетке окуляр-микрометра совмещается с отметкой «О» в объект-
микрометре. 

6. Подсчитайте число делений в окуляр-микрометре между нулевой точкой совпадения и следующей 
удобной точкой совпадения шкал. 

7. Рассчитайте цену деления окуляр-микрометра в микронах. В примере, приведенном на рис. 7.5, где 
нулевые точки окуляр-микрометра и объект-микрометра совпадают, 10 больших делений окуляр-микрометра 
(то есть 100 малых делений) соответствуют 1270 мкм на объект-микрометре. Таким образом, в нашем примере 
при данной комбинации объектива, длины тубуса и окуляра цена деления окуляр-микрометра составляет 
1270/100, или 12,7 мкм. 

 

 

Рис. 7.5. Схема, показывающая 
соотношение изображений объект-
микоомет-ра (слева) и линейки 
окуляр-микрометр а (справа) в 
микроскопе Они совмещены в 
нулевом положении. Видно, что 10 
делений окуляр-микрометра 
соответствуют фактическому 
расстоянию, как показывает объект-
микрометр в 1270 мкм. 

 
После калибровки можно измерять объекты, просто совмещая их изображения с изображением шкалы 

окуляр-микрометра и подсчитывая число делений, которое на них приходится, а затем умножая его на 
калибровочный фактор (в нашем примере 12,7 мкм) — это и даст их размеры в мкм. 

Если у вас имеется микроскоп старой модели с приспособленным для рисовальной насадки монокулярным 
тубусом, то, прежде чем проводить калибровку, необходимо установить тубус на длину 160 мм. Нужно 
специально следить, чтобы в процессе работы длина тубуса оставалась неизменной, так как ее изменение 
скажется на увеличении конечного изображения и сделает неправильными любые измерения. Хотя объективы 
скорректированы так, чтобы наилучшее изображение получалось при использовании в рисовальной насадке 
тубуса длиной 160мм, тем не менее можно несколько изменить длину тубуса, с тем чтобы при калибровке 
окуляр-микрометра получить целые значения цены деления. После такой процедуры необходимо отметить 
точное положение тубуса, для того чтобы воспроизводить его при последующих измерениях. 

Процедура калибровки для микрометра с волоском в точности та же, за исключением того, что вначале 
необходимо выставить опорную линию и прочитать показания на барабане. Затем, вращая барабан, 
передвигают подвижный волосок в окуляре по изображению объект-микрометра так, чтобы по отношению к 
нему он встал в какое-нибудь удобное положение. Следует продвинуть его достаточно далеко от начальной 
точки, так как, чем больше пройденное волоском расстояние, тем выше точность калибровки. После того, как 
опорная линия точно идентифицирована во втором положении, показания барабана считывают снова и 
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величину поворота определяют по разности между двумя показаниями. Из этих данных абсолютная величина 
расстояния, на которое переместилась в результате данного поворота барабана линия (волосок), рассчитывается 
так же, как и в случае обычного окуляр-микрометра. 

2.2 Измерения углов 
Иногда требуется произвести под микроскопом измерения углов, в особенности при исследовании 

кристаллов и минералов. Для этой цели используются, во-первых, специальные гониометрические окуляры. 
Верхняя часть гониометрического окуляра (снабженная перекрестьем) может вращаться относительно его 
нижней части. Вращающаяся часть содержит стрелку, которая движется вокруг градуированной в угловых 
градусах шкалы, расположенной на нижней, неподвижной части окуляра. Для того чтобы измерить, например, 
угол между двумя плоскостями кристалла, необходимо один из скрещенных волосков выставить параллельно 
одной из плоскостей кристалла и прочность показания шкалы против стрелки. Затем верхнюю часть окуляра 
поворачивают таким образом, чтобы другая плоскость совместилась с тем же волоском, и снова снимают 
показания шкалы. Если это необходимо, препарат немного передвигают до точного совмещения плоскости с 
волоском. Разность между двумя показаниями дает непосредственно количество градусов, на которое был 
произведен поворот, и соответственно искомый угол. В настоящее время данные окуляры не выпускаются, но 
можно воспользоваться двумя другими методами. Первый предусматривает использование сеточки-
транспортира,, выполненной в виде круга или полукруга с нанесенными на нее градусами (рис. 7.2.3). Такая 
сеточка вставляется в окуляр вместо обычной шкалы и ее изображение фокусируется и накладывается на 
основное изображение. С ее помощью можно определять углы, совместив одну сторону объекта с радиальными 
линиями и считывая непосредственно показания, соответствующие двум сторонам, составляющим 
интересующий угол. Точность данного метода, которая в значительной степени определяется умением 
исследователя точно расположить объект по отношению к опорной линии и прочесть показания в градусах, 
достаточна почти для всех практических задач. 

Второй метод определения углов связан с использованием микроскопа, снабженного круглым 
вращающимся столиком, который размечен в градусах. Если используется окуляр с опорной линией, то 
необходимо последовательно установить две стороны объекта, угол между которыми измеряется, вдоль этой 
линии. Различия в показаниях на столике дадут искомый угол. До начала измерений вращающийся столик 
следует точно сцентрировать по отношению к оптической оси микроскопа. Поскольку многие вращающиеся 
столики снабжены нониусом, то достигаемая с их помощью точность (до 0,1°) значительно выше, чем при 
использовании простого окулярного транспортира. 

При использовании оборудования, основанного на телевидении (например, системы Portascan), измерения 
углов обычно производятся очень просто и точно. Подробности, касающиеся их проведения, следует прочесть в 
описании той системы, с которой вы собираетесь работать. 

2.3. Измерение толщины 
В микроскопии часто встречаются задачи, связанные с измерением толщины (то есть размеров вдоль оси z). 

Так, например, может быть необходимо определить толщину среза ткани для микроскопии или толщину слоя 
внутри замкнутого контура. Стандартный способ определения толщины (разд. 2.3.1) основывается на том, что 
объективы с высокой апертурой имеют малую глубину фокуса (порядка 1 мкм или меньше). Гэлбрайт [1] 
показал, что измерение глубины способом, предложенным в разд. 2.3.1, не дает точных результатов. Он 
предложил вводить поправку, умножая найденную глубину на n2/n1, где n2 — показатель преломления 
объекта, а n1 — показатель преломления иммерсионной среды объектива. Показатель преломления заливочной 
среды, как показал Гэлбрайт, для расчетов не важен. Дополнительные трудности могут быть вызваны тем, что 
объект, например жгутик, не является плоским или располагается близко к вертикальной линии (оси г). 
Дополнительные подробности, касающиеся измерений толщины, изложены в оригинальной работе. Даже с 
предложенными поправками метод измерения толщины, приведенный в разд. 2.3.1, не очень точен, поэтому 
Гэлбрайт считает, что там, где это возможно, лучше делать измерения в направлениях х или у, используя тот же 
объект (если он сферический) или другой препарат, с другой ориентацией объекта, если объект удлиненный. 

2.3.1. Использование калибровки микровинта микроскопа для измерения толщины 
Рекомендуется следующая процедура. 
1. Установите в микроскопе освещение по Кёлеру для светлого поля. Возьмите объектив с относительно 

высокой числовой апертурой (NA) (например, X 40/0,65 или масляный X 100/1,3). 
2. Установите микровинт в среднее положение его хода. Это позволит свести к минимуму ошибку, 

возникающую из-за нелинейности хода микровинта. 
3. Тщательно сфокусируйте микроскоп на верхнюю поверхность объекта. 
4. Прочтите и запишите показания шкалы микровинта (например, 53 деления). 
5. Используя тот же винт, опустите плоскость фокуса объектива так, чтобы она оказалась на дне объекта. 

Практически это означает, что плоскость фокуса окажется на той поверхности предметного стекла, где 
находится препарат. 

6. Прочтите новое показание на шкале микровинта (например, 49 делений). 
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7. Рассчитайте величину хода объекта, вычтя два показания шкалы (в нашем случае 53—49 = 4 деления). Вы 

получите «видимую глубину» объекта. 
8. Рассчитайте реальную толщину объекта, умножив видимую толщину (определенную, как было указано 

выше) на калибровочный фактор деления шкалы микровинта. Цена деления часто бывает выгравирована на 
штативе микроскопа вблизи микровинта и равна обычно 0,5 мкм. В нашем примере, таким образом, реальная 
глубина объекта составляет 4X0,5 = 2 (мкм). 

Если на микроскопе нет откалиброванной шкалы микровинта, то величину ее деления можно определить, 
используя препарат известной глубины или толщины и повторив этапы 1—7 из приведенной выше прописи. 
Хорошим эталоном для калибровки микроскопа в проходящем свете могут быть микрошарики из латекса (их 
можно получить от Фаллама (Е. F. Fallam), разд. 6), которые выпускаются в виде водной суспензии и имеют 
широкий диапазон размеров, от 0,5 до 25 мкм. Для микроскопии в падающем свете хорошим стандартом могут 
служить стеклянные микрошарики известного размера. Они выпускаются приклеенными на держатель 
препарата для сканирующего электронного микроскопа и бывают разных размеров, от 50 до 230/240 мкм 
(поставщик тот же). 

2.4. Счетные камеры 
Подсчет числа объектов в суспензии (например, эритроцитов или дрожжевых клеток) можно легко 

произвести с помощью счетной камеры. Это специальное предметное стекло, устроенное таким образом, что в 
него можно внести определенный объем жидкости, либо это стекло с выемкой, имеющей определенную 
глубину и точно разделенной по дну на квадраты, которыми обозначаются ячейки определенного объема. Для 
различных целей выпускается несколько типов специальных счетных камер, в том числе для подсчета клеток 
крови. Последние часто называют гемоцитометрами. Большинство счетных камер производятся с хорошо 
полированными оптически плоскими поверхностями и применяются в сочетании со специальными толстыми 
покровными стеклами (толстые стекла не подвержены деформации, которая может привести к заметным 
ошибкам в величине объема ячейки). На предметных стеклах камер имеются специальные канавки вокруг 
счетной площади, которые принимают в себя избыток жидкости в случае переполнения камеры, что важно для 
получения правильного объема суспензии. При соблюдении всех этих условий объем, приходящийся на 
сеточку, определяется ее площадью, умноженной на глубину камеры. Простейший тип счетных камер, которые 
в настоящее время выпускаются (сделанные из пластика или, с гораздо большей точностью, из стекла), — это 
ячейки Sedgewick Rafter (рис. 7.6,5). Их центральная часть имеет глубину 1 мм и площадь 20X50 мм2. Дно этой 
площадки разделено на квадраты со стороной 1 мм. Когда камера заполнена жидкостью, сеточка ограничивает 
аликвоты по 1 мкл, так что подсчитанное среднее число частиц на единицу площади означает их число в одном 
микролитре жидкости. Ошибки в подсчетах могут возникать вследствие того, что частицы распределены между 
квадратами камеры неравномерно. Это следует по возможности иметь в виду. Данную ошибку можно, однако, 
исправить, производя подсчеты в достаточно большом числе квадратов, взятых случайным образом для каждой 
пробы. Обычно подсчитывают клетки примерно в 20 квадратах, случайным образом выбранных из целой 
площадки. Из полученных данных с помощью соответствующих формул можно получить среднее значение, 
ошибку среднего и среднее отклонение. Если проба взята действительно случайным образом и в популяции 
существует нормальное распределение, то легко определить, какое минимальное число частиц необходимо 
подсчитать, чтобы получить стандартную ошибку среднего в любых заданных пределах. Стандартная ошибка 
среднего вычисляется по формуле: SEM=SD/корень квадратный (N), где SEM — это стандартная ошибка 
среднего, SD — стандартное отклонение, a N — число подсчитанных частиц. 

N=(SD/SEM)2/ 
Если в данном уравнении используется SEM, то в ответе получается минимальное число частиц, которое 

необходимо подсчитать, чтобы получить доверительный уровень 0,682. Если нужен доверительный уровень 
0,954 (который соответствует ±2SEM), тогда в формуле для определения SEM знаменатель необходимо 
разделить на два. 

Для подсчета клеток крови используются специальные счетные камеры — гемоцитометры. В одной из них 
(усовершенствованный гемоцитометр Нойбауэра) глубина составляет 0,1 мм. В этой камере имеется 
центральная площадка со сторонами по 3 мм, разделенная на 9 квадратов со стороной 1 мм. Каждый из 
наружных квадратов в свою очередь разделен на 16 квадратиков со стороной 0,25 мм, а центральный квадрат — 
на 400 маленьких квадратиков со стороной 0,05 мм (рис. 7.6,А). Тройными линиями выделены 25 групп 
маленьких квадратиков по 16 в каждой (рис. 7.6,5). Поскольку камера имеет глубину 0,1 мм, объем жидкости 
над самым маленьким квадратиком составляет 2,5х10-4 мм3. Более подробные инструкции по использованию 
гемоцитометра приведены в разд. 2.4.2. 
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Рис. 7.6. Сетка гемоцитометра Нойбауэра (Neubauer). 
А. Вся площадь, используемая для подсчетов. 
Обратите внимание на центральную, выделенную 
тройными линиями, группу квадратов, разделенных 
на более мелкие квадраты. Пять специальных 
квадратов для подсчета обозначены 
выгравированной на них буквой Е. Четыре больших 
квадрата с выгравированной на них буквой L 
предназначены специально для подсчета лейкоцитов 
в пробе крови. Б. Один из центральных квадратов 
(увеличен для того, чтобы были видны 
ограничивающие его тройные линии). В. Камера 
Седжвика-Рафтера (Sedge-wick Rafter). 

 

 
Часто перед подсчетами суспензию частиц приходится разводить, так как концентрированные суспензии 

содержат слишком много частиц на единицу площади, что затрудняет подсчеты и ведет к ошибкам. Если вы 
работаете с частицами, то лучше суспендировать их в объеме с целым значением, например в 10 или 100 мл. 
Если тем не менее вам необходимы дальнейшие разведения, так как частиц слишком много и считать их 
трудно, то разведения надо делать последовательно, например 10:1, 50:1 или 100:1 и т.д. Подсчеты необходимо 
проводить в как можно большем числе квадратов и соблюдать определенные правила для подсчета частиц, 
попадающих на границы между квадратами. Обычно считают частицы, лежащие вверху и слева, и исключают 
частицы, лежащие внизу и справа. Во всех случаях, когда используются подобные камеры, очень удобен какой-
либо ручной счетчик, позволяющий сохранять общие результаты подсчетов. 

2.4.1. Техника работы со стандартной счетной камерой 
Рекомендуется следующая процедура. 
1. Настройте микроскоп, используя освещение по Кёлеру или подходящий метод получения контраста. 

Подберите увеличение таким образом, чтобы надежно различать частицы. 
2. Приготовьте подходящее разведение (например, 1 : 100) жидкого препарата, содержащего частицы. 
3. Заполните камеру Седжвика разбавленной суспензией, используя для этого чистую пастеровскую 

пипетку. Накройте камеру покровным стеклом и плотно прижмите его, чтобы выдавить избыток жидкости в 
канавки. 

4. Установите камеру на столике микроскопа и дайте частицам осесть. 
5. Подсчитайте частицы, например в 20 квадратах, содержащих по 1 мкл образца каждый. При подсчете 

необходимо учитывать частицы, которые перекрывают граничные линии» сверху и слева, и исключать те из 
них, которые перекрывают граничные линии снизу и справа. 

6. Подсчитайте среднее, ошибку среднего и стандартное отклонение для количества частиц в 1 мкл 
суспензии. 

7. Используйте эти данные для того, чтобы определить, сколько частиц нужно подсчитать, исходя из 
выбранного уровня доверительной вероятности. 

8. Подсчитайте, если это оказалось необходимым, частицы в дополнительных квадратиках и вновь 
вычислите среднее, ошибку среднего и стандартное отклонение. 
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2.4.2. Техника работы с гемоцитометром 
1. Разбавьте препарат частиц водой, солевым или другим подходящим раствором, выбрав удобное 

разведение, например 1: 100 или 1:200. 
2. Накройте камеру покровным стеклом и плотно прижмите его. Обычно при этом можно видеть серию 

интерференционных полос между поверхностью камеры и покровным стеклом. Их наличие указывает на то, 
что камера заполнена правильно и стекло плотно прилегает к ее поверхности. 

3. Приставьте кончик пипетки с разбавленной суспензией к боковой грани покровного стекла и дайте 
достаточному количеству жидкости вытечь из пипетки и за счет капиллярных сил заполнить счетную камеру. 

4. Дайте частицам осесть. 
5. Осторожно установите камеру на столик микроскопа и сфокусируйте на нее микроскоп, используя 

объектив X 10. Затем установите объектив Х40. 
6. Подсчитайте частицы не менее чем в 5 группах из 16 малых квадратиков камеры. Для подсчета следует 

выбрать по одной группе в каждом углу камеры и одну в центре группы квадратов, обведенных тройными 
линиями (квадраты обозначены буквой Е на рис. 7.6,Л). При подсчетах используйте в каждом случае среднюю 
из трех линий разметки и учитывайте частицы, касающиеся границ вверху и слева в каждой группе 
квадратиков, а те, которые перекрывают граничные линии снизу и справа, исключите из подсчета. Подсчеты 
следует начать в левом верхнем углу группы из 16 квадратиков, затем продолжать, двигаясь вниз через четыре 
квадратика, затем считать, двигаясь вверх в четырех квадратиках в соседнем ряду, снова вниз и наконец вверх в 
четырех правых квадратиках блока. 

7. Рассчитайте количество частиц в мм3, исходя из следующего соотношения: 
число подсчитанных частиц   Х   разведение (Р)   Х 4000 
число наименьших (0,05мм) подсчитанных квадратиков. 

Допустим, что общее число частиц составило 525, число наименьших квадратиков было стандартным 5X16 
(=80), а разведение было 1 : 200. Таким образом, общее число частиц в мм3 составляет 

525 X 200 X 4000 / 80 =5250000. 
При подсчете в 5 группах из 16 квадратиков каждая, разведении 1 :200 и глубине камеры 0,1 мм (1/10 мм) 

можно сделать быстрый расчет. В этом случае площадь, на которой делаются подсчеты, составляет 0,2 мм2 (1/5 
мм2). Предположим, что число подсчитанных частиц равняется Р. Тогда число частиц в 1 мм составляет P X 5 X 
10 X D. Для разведения 1:200 это дает Р Х 10000 (то есть величину Р с прибавлением четырех нулей). Для 
разведения 1 : 100 общее число частиц в 1 мм3 составляет Р Х 5000. 

 

3. Измерения площадей, поверхностей и других параметров  
В последнее десятилетие область применения количественной микроскопии расширилась и включает теперь 

измерения площадей, размеров, извилистости, степени ориентированности, плотности поверхностей и других 
топологических характеристик. Эти методы могут использоваться для получения количественных 
характеристик в двух измерениях (даже в тех случаях, когда сами объекты трехмерны). Те же методы могут 
использоваться и для того, чтобы, наоборот, взяв двумерное изображение, перенести полученную с него 
информацию на трехмерную структуру. Последний метод лежит в основе стереологии. Количественная оценка 
двумерной структуры обычно называется морфометрией. Однако некоторые авторы используют данный 
термин в более широком смысле, включая в это понятие еще и стереологию. В данной главе мы не будем 
подробно рассматривать морфометрию и стереологию. Исчерпывающую информацию можно найти в работах 
Ахерна и Даннилла [2], Элиаса и Хайда [3], Расса [4], Вейбеля [5,6] и Вильямса [7]. 

Идеальным для количественного анализа будет то изображение, которое получено с предельно тонкого 
среза. На практике его получить невозможно, однако для многих типов измерений близки к идеалу 
непрозрачные поверхности, видимые в падающем свете, или спроецированные изображения отчетливо 
отделенных друг от друга частиц. Если вы имеете дело с изображением толстого среза, то следует учитывать 
возможность касания или перекрывания структур; если уменьшить толщину среза, то с большой вероятностью 
части объектов будут срезаны или их контраст окажется недостаточным, чтобы проводить измерения. Для 
компенсации возможных ошибок существует специальная техника, которая подробно описана в 
вышеупомянутых работах. Другие проблемы возникают в тех случаях, когда интересующие вас компоненты в 
ткани или отдельные объекты в матриксе распределены неравномерно или не изотропно. При таком 
неслучайном (анизотропном) распределении нужно использовать специальные приемы. Их описание выходит 
за рамки введения в микрометрию, которое дается в настоящей главе. 

В морфометрии и стереологии мы имеем дело с точками, не имеющими размеров, линиями, имеющими 
одну размерность, площадями, имеющими два измерения, и трехмерными объемами. Если с объекта, имеющего 
n измерений, делается тонкий срез, то ясно, что результат будет представлен в виде (n—1)-размерного профиля. 
Так, волокно (которое может рассматриваться как линия) будет иметь вид точки, двумерная поверхность — вид 
линии, а трехмерное тело — вид поверхности. Принципы стереологии просты, и, хотя в ней имеется по крайней 
мере две разных системы обозначений, на первом этапе для вас это не будет очевидно. Количественные данные 
обычно приводятся по отношению к объему, который может быть выражен в метрических единицах (например, 
в мм3), и по отношению к какому-то другому объему, например исследуемого органа или его части. 
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Большинство методов морфометрии и стереологии позволяют получить скорее оценки, чем точные ответы. 

Однако, повторяя подсчеты или испытания, можно довести оценки до любого заранее выбранного уровня 
точности. Эти методы состоят в подсчете числа точек или пересечений опорных линий с объектом, когда они 
(точки или линии) несколько раз случайным образом накладываются на изображение объекта. Такое наложение 
можно делать, применяя окулярную сеточку с подходящим расположением точек или линий. Другой способ 
состоит в том, что на фотоизображение или проекцию изображения накладывается сетка, нарисованная на 
прозрачном пластике. Первый способ обычно применяется в световом микроскопе, а наложение прозрачных 
рамок — для электронномикроскопических отпечатков. Обычно употребляются несколько типов сеток, три из 
которых приведены на рис. 7.7. Наиболее простой тип — разделенное на квадраты поле (рис. 7.7,Л). Такая сетка 
подходит для многих целей. Кроме этого, благодаря Вейбелю с соавт. [8] широко используется специальная 
рамка (рис. 7.7,5), в основе которой лежат равносторонние треугольники. В этой рамке концы линий 
используются в качестве точек для определения парциальных объемов каких-либо фракций, тогда как сами 
линии используются для подсчета частоты пересечения мембран при определении плотности мембранных 
поверхностей. Сетка с изогнутыми линиями (рис. 7.7, В) была предложена Мертцем и используется для того, 
чтобы уменьшить ошибку, возникающую вследствие анизотропии образца. 

 

 

Рис. 7.7. Схема трех различных 
сеток, применяемых в морфометрии 
и стереологии. 
А. Простая сетка. 
Б. Сетка Вейбеля (Weibel) с 
линиями, концы которых служат 
точками для подсчета. 
В. Сетка Мертца (Mertz) с 
искривленными линиями, 
служащими для компенсации 
анизотропии образца 

 
Для измерения сетку накладывают случайным образом на изображение и записывают число точек, 

попадающих на каждую исследуемую структуру или объект. Затем еще несколько раз производится наложение 
случайным образом и подсчет. Из полученных данных можно рассчитать исследуемые параметры. На практике 
при световой микроскопии, чтобы избежать необъективности, лучше всего двигать препарат относительно 
окулярной сетки. Легче всего это делать с помощью предметного столики с шаговым двигателем, что позволит 
избежать вольного или невольного отбора полей зрения для измерений. Если делают электронные 
микрографии, то, чтобы выборка была объективной, их снимают систематически, но случайным образом, 
начиная с левого верхнего угла сеточки для электронно-микроскопических препаратов. 

Наиболее часто проводятся измерения частей площади или объема. Измерения площадей легко выполнимы, 
и с помощью быстро развивающихся методов стереологии можно теперь устанавливать классы размеров, 
определять форму частиц, толщину пленок, степень извилистости поверхностей, степень анизотропии и многое 
другое. Подробные описания этих методов имеются в работах [2—7]. 

3.1. Принципы определения доли площади и парциального объема 
На плоском срезе очень просто определить долю площади, занимаемую данной структурой. Это делается 

следующим образом: на изображение накладывают сеточку, содержащую дискретные точки (рис. 7.7), а затем 
подсчитывают число точек, попадающих на интересующие исследователя структуры, а также общее число 
точек, попадающих на весь объект. Данная работа проделывается несколько раз, результаты подсчетов 
усредняются, и вычисляется величина, часто называемая «долей площади» (и обозначаемая АA), которая 
приходится в препарате на интересующие вас объекты. Уже более ста лет назад было показано, что для каждого 
компонента существует эквивалентность между АA и долей его объема в трехмерной структуре (VV). Данное 
соотношение существует вне зависимости от того, какую форму имеет и как распределена интересующая вас 
фракция, важно лишь, чтобы она была распределена в образце случайным образом. Это равенство было 
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впервые предложено французским геологом Делессе [10], который изучал минеральный состав пород с 
использованием полированных шлифов. Изначально АA определяли с помощью зарисовок наружных контуров 
необходимой фазы, которые аккуратно вырезали и взвешивали, а затем соотносили их вес с весом всей 
картинки. Позднее Розивалом [11] было показано, что параметр АA, используемый для определения VV, может 
быть заменен на другой параметр, называемый долей линейных перехватов (LL). Под перехватом здесь 
подразумеваются те участки линий сеточки, накладываемой на изображение, которые попадают на 
интересующие нас профили. Если мы просуммируем длину всех перехватов и разделим ее на суммарную длину 
всех линий, приходящихся на изображение, то мы получим LL. Оно также равно VV. Метод определения LL 
проще, чем взвешивание вырезанных кусочков, и в последнее время он оказался очень ценным, так как на нем 
основана работа многих автоматических анализаторов изображения, определяющих АA и VV. Представления об 
эквивалентности АA, LL и VV были расширены около 50 лет назад. В то время Глаголев [12] показал, что все эти 
подсчеты могут быть сведены к подсчету той доли от общего числа точек на тестовой сеточке, накладываемой 
на изображение, которая приходится на интересующую вас фазу. Такой подсчет доли точек (РР) был затем 
переоткрыт Чокли [13], и в настоящее время ряд авторов математически доказали правильность равенства: 
VV=AA=LL=PP. 

Для определения вручную АA и VV лучше всего воспользоваться методом, основанным на подсчете точек, 
так как он относительно прости позволяет достичь заданной степени точности. 

3.1.1. Определение АA в двухфазном препарате 
Рекомендуется следующая процедура. 
1. Приготовьте пробу и исследуйте ее под микроскопом, используя подходящее увеличение и способ 

получения контраста. 
2. Поместите сетку Вейбеля (рис. 7.7, В) в фокальную плоскость окуляра так, чтобы она, будучи наложена 

на изображение препарата, выглядела резкой (рис. 7.8). 
3. Подсчитайте число точек (в нашем случае — концов отрезков), приходящихся на 
а) фон (в примере оно =7); 
б) первую фазу — А ( = 30); 
в) вторую фазу — Б ( = 5). 
Таким образом, если за основную часть препарата считать А, то РР, так же как VV и АA, составит для данного 

простого испытания 5/30 = 0,166. 
4. Повторите этап 3 для большего числа испытаний (например, девяти), чтобы набрать большее число точек. 

Для каждого из них следует выбрать в микроскопе другое поле зрения. 
5. Подсчитайте по результатам ваших измерений промежуточное значение W. 
6. Подсчитайте относительную стандартную ошибку (RSE), параметр, предложенный Халли [14]. Она 

рассчитывается по формуле 
 

 
В данном уравнении используется промежуточное значение VV, рассчитанное на этапе 5. 
7. Повторяйте отбор проб и подсчеты до тех пор, пока не будет достигнута необходимая степень точности. 
Этап 6 может быть проиллюстрирован на нашем примере следующим образом. Если RSE должна быть на 

5% -ном уровне, то, используя значение VV, равное в нашем примере 0,166, мы получим 
n = (корень квадратный(1-0,166)/0,05)2 = (корень квадратный(0,84)/0,05)2 = 336 точек 

Однако поскольку на долю Vv приходится лишь 16% всей ткани, то мы должны подсчитать самое меньшее 
336/16x100 = 2100 точек, попадающих в ткани на обе фазы, чтобы быть уверенными, что мы определили VV для 
фазы Б с ошибкой не более 5%. Чем меньше доля, приходящаяся на Vv, тем больше будет величина n для 
данной RSE. Если бы VV интересующей нас фазы составила около 45%, то тогда для получения той же RSE нам 
пришлось бы посчитать 500 точек, а для VV, занимающей 85%, необходимо было бы лишь 100 точек. 
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Рис. 7.8. Диаграмма двухфазного 
(А и Б) объекта с наложенным на 
него изображением сетки 
Вейбеля. В данном примере 7 
точек попадают на фон, 30 — на 
фазу А и 5 — на фазу Б. 

 

 

3.2. Принципы измерения площади поверхности 
Во многих биологических системах при определении корреляции между структурой и функцией очень 

важно знать площадь поверхности. Так, существуют четкие соотношения между площадью поверхности 
альвеолярных стенок в легких и интенсивностью обмена газов, таких как кислород и углекислый газ, между 
тканями и воздухом. Аналогичным образом поглощение переваренной пищи в тонком кишечнике зависит в 
большой степени от площади поверхности выстилающих его ворсинок, а также от хорошего состояния 
поглощающих клеток, из которых состоят ворсинки. 

Метод подсчета по точкам позволяет проводить эти, а также многие другие измерения площади и 
поверхности на микроскопических срезах. На любом срезе, содержащем двухфазный материал, объекты, из 
которых состоит внутренняя фаза, будут иметь вид двумерных профилей, заключенных в матрикс. Параметры 
Ад и Vv для данной фазы могут быть определены, как указано в разд. 3.1.1. Если теперь мы возьмем 
воображаемую линию (или серию линий) общей длиной L и наложим ее на изображение профилей, то она 
несколько раз пересечет поверхность профилей. Среднее расстояние между этими перехватами называется 
средним линейным перехватов и обозначается как LL,. Можно показать, что общая поверхность (S) внутренней 
фазы в данном объеме ткани (V) обратно пропорциональна его среднему линейному перехвату и составляет S = 
2V/LL. 

Среднюю длину линейного перехвата можно легко вычислить, если наложить серию тестовых линий 
последовательно на несколько случайно ориентированных срезов и пересчитать число пересечений (или 
перехватов) линий на всю поверхность интересующей фазы. Если данную величину обозначить как I, общую 
длину линий в нашей сеточке как L, а число пересечений — как n, то средний линейный перехват (LL) составит 
LL=(n x L)/I 

На практике для данных целей могут использоваться сетки с сериями параллельных линий или даже сетки с 
квадратами, как на рис. 7.2, Е. Если мы хотим совместить определение поверхности с измерениями АA или VV, 
то можно воспользоваться сеточкой Вейбеля, изображенной на рис. 7.7, Б. Концы линий на сетке будут служить 
метками для оценки объема или площади, тогда как сами линии — в качестве тестов для определения 
перехватов. 

 

3.2.1. Определение отношений поверхностей и объемов 
Процедура одновременного определения отношений поверхностей и объемов предлагается здесь по Чокли с 

соавт. [15]. 
1. Установите сетку Вейбеля (рис. 7.7,Б) в фокальную плоскость окуляра таким образом, чтобы ее резкое 

изображение накладывалось на изображение препарата. 
2. Поставьте объект-микрометр и измерьте длину линий на сетке. Это следует сделать с использованием 

того же объектива, с помощью которого будут проводиться основные измерения. Запишите полную длину (L), 
которая составит, например, 15 мкм. 

3. Замените объект-микрометр на образец и исследуйте его при том же увеличении с помощью подходящей 
техники получения контраста. 

4. Подсчитайте и запишите число концов линий, попадающие на интересующую вас фазу (р). Например, на 
рис. 7.8 р=5. 

5. Подсчитайте, сколько раз линии пересекают поверхность того же компонента и запишите это число (h). В 
нашем примере h=1. 

6. Из общей формулы рассчитайте отношение поверхности к объему  S / V = (4 x p)/(L x h). 
В нашем примере для одной клетки  (4 x 5) / (15 x 1) = 20 / 15 = 1,33. 
7. Повторите измерения р и h для достаточно большого числа клеток, чтобы получить достоверные 

результаты. 
Такие повторы крайне необходимы в морфометрической работе, так как в каждом поле зрения микроскопа 
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помещается лишь малая часть целого органа. В большинстве приведенных работ даются превосходные 
статистические тесты для определения того, достаточно ли вы подсчитали точек, чтобы достичь заданной 
точности результатов. 

Методы получения количественных данных при работе со срезами, основанные на подсчетах числа точек, 
сейчас хорошо-разработаны и удобны. Изложенное выше может служить лишь введением в проблему, и, 
прежде чем начинать работу, любой микроскопист, намеревающийся использовать данные методы,, должен 
воспользоваться некоторыми или даже всеми работами, ссылки на которые приведены в конце главы. 

 

4. Измерения с использованием дигитайзера 
В связи с быстрым развитием в последние годы микрокомпьютеров совершился переворот и в методах 

получения данных и измерений на микроскопе. Стали общедоступными микрокомпьютеры с большим объемом 
внутренней памяти и с внешней памятью в виде твердого диска емкостью 30 мегабайт и более. К ним 
выпускаются коммерческие программы, позволяющие собирать и обрабатывать данные. 

Один из методов введения данных с изображения, получаемого в световом или электронном микроскопе, 
состоит в том, что изображение проецируется на планшет дигитайзера (рис. 7.9,Л). Изображение проецируется 
на рабочую поверхность планшета (можно также воспользоваться рисунком или фотографией, которые кладут 
прямо на поверхность), и с помощью курсора или соединенной с электронной частью дигитайзера ручки 
оператор обводит контуры интересующего его объекта (рис. 7.9,5). Движения курсора преобразуются 
электронной частью в координаты, которые передаются на микрокомпьютер, вычисляющий величины 
площадей, периметров, линейные размеры, факторы формы и т. д. в зависимости от потребностей 
исследователя. До последнего времени планшет дигитайзера был наиболее удобным средством для введения 
данных в микрокомпьютер, осуществляющий вычисления. Теперь, однако, изображение обычно вводится с 
помощью телекамер, а планшет дигитайзера, если он подсоединен к системе, обычно используется для 
редактирования изображения, которое хранится в памяти компьютера. 

В большинстве дигитайзеров для определения положения курсора используется магнитострикционный 
эффект. Для этого в рабочую поверхность планшета вмонтирована правильная сетка из намагниченных 
проволочек. На проволочки подаются импульсы высокой частоты, генерируемые катушками, которые 
окружают концы проволочек. Эти импульсы, проходя по проволочкам, вызывают небольшие изменения их 
длины. На конце курсора или специальной ручки имеется другая спираль, которая воспринимает эти 
изменения. Микропроцессор, расположенный в электронной части ручки дигитайзера, измеряет запаздывание 
по координатам х и у, и, таким образом, устанавливает координаты курсора. Они определяются весьма точно 
(обычно с точностью, превышающей 0,1 мм) и зависят от частоты импульсов, подаваемых на проволочки, в 
большей степени, чем от расположения проволочек в планшете. 

 

 

Рис. 7.9. А. Типичный планшет 
дигитайзера, используемый для 
получения количественных 
данных с помощью 
микрокомпьютера. Обратите 
внимание на лежащий на 
планшете курсор с 
воспринимающей катушкой. 
 
Б. Использование планшета для 
обведения с помощью курсора 
контуров структур. 

 

 
Использование планшета дигитайзера для получения данных позволяет, обводя профиль объекта один раз, 

измерить одновременно несколько параметров. Более важно, однако, то, что данный тип систем позволяет 
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микроскописту выбрать значимые элементы изображения для измерений и не рассматривать несущественные 
детали или артефакты. Использование дигитайзеров неудобно тем, что оператор устает от очень большого 
числа измеряемых профилей. Кроме того, возможны ошибки, возникающие из-за неаккуратности оператора 
при обведении профилей. Если фактическая площадь профилей должна быть больше определенной величины 
(обычно для круглых профилей — около 16 мм2, то ошибки такого рода будут порядка 6%, что приемлемо для 
большинства биологических исследований (подробнее [16]). Но такая оценка справедлива для фигур с простым 
контуром; если контуры сложные, ошибка при прорисовке, естественно, возрастает. Ее можно 
скомпенсировать, увеличивая изображение, накладываемое на дигитайзер. 

При наличии общедоступного программного обеспечения дигитайзеры могут использоваться для получения 
пространственных координат, расстояний между точками, измерений площадей, периметров, максимальных 
хорд, диаметров Фере и некоторых других обычных измерений. В настоящее время многие системы позволяют 
хранить помимо результатов измерений и вторичные (расчетные) данные, такие, как фактор формы или 
диаметр эквивалентной окружности. Последний параметр вычисляется таким образом: по измеренной площади 
объекта рассчитывается диаметр круга, площадь которого равна измеренной. Это очень полезный параметр, 
позволяющий попарно сравнивать объекты вне зависимости от их ориентации и формы. Например, чтобы 
получить распределение нервных волокон по толщине, традиционно производят серии измерений с помощью 
окуляр-микрометра. Такие измерения дают хорошие результаты только в тех случаях, когда объекты имеют 
круглую форму. При любой неправильности профиля (например, в случае эллипсоидальности, возникающей 
вследствие косой ориентации среза) возникает проблема: какой из возможных диаметров следует измерять? 
Используя для измерения площадей дигитайзер и микрокомпьютер и рассчитывая затем диаметр 
эквивалентного круга, можно избежать подобных затруднений. 

Еще одним преимуществом измерений с помощью соединенного с микрокомпьютером дигитайзера является 
простота, с которой первичные («сырые») данные могут заноситься и храниться на магнитном диске. Это 
позволяет легко вызывать их для внесения дополнений или проведения различных статистических анализов. 

Системы, основанные на присоединенном к микрокомпьютеру дигитайзере, очень просты в работе, хотя 
варианты устройств различаются в зависимости от типа используемого микрокомпьютера, а также от 
конструкции модулей программного обеспечения. Из-за этих различий здесь нет возможности дать краткое 
описание всей процедуры по этапам; пользователям следует обратиться к описаниям их систем. Для 
большинства систем требуется, чтобы сначала в них была загружена программа с диска компьютера и оператор 
с помощью меню выбрал требуемые операции, например измерение площадей, длин, периметра, фактора 
формы и т.д. Затем изображение переносится на активную часть планшета дигитайзера, где нужные объекты 
обводятся специальным пером или курсором. Если изображение проецируется на дигитайзер с помощью 
зеркала или призмы, то пером или курсором просто обводят контуры объекта. Можно также работать с 
дигитайзером и рисовальным тубусом микроскопа. Это позволяет одновременно наблюдать за активной зоной 
дигитайзера и изображением в микроскопе. В этом случае курсор или перо снабжается миниатюрным 
светоизлучающим диодом, который обозначает в поле зрения расположение курсора. Таким образом, движения 
курсора по планшету в поле зрения выглядят как движения огонька по изображению в микроскопе, что и 
позволяет обвести интересующие вас контуры. Если измерения необходимо проводить в реальных единицах, а 
не в условных машинных, то, конечно, вам необходимо перед началом измерений провести калибровку с 
помощью объект-микрометра. По окончании любых измерений требуемые параметры обычно рассчитываются 
и выводятся на монитор или принтер, подсоединенный к системе. 

 

5. Измерения с помощью анализаторов изображения, основанных на 
телевизионных системах 

В большинстве современных анализаторов изображения (например, в новом приборе Magiskan, рис. 7.10) 
получаемое в микроскопе изображение проецируется на фотокатод видикона или на матрицу ПЗС-камеры. Это 
изображение создает определенное распределение проводимости, зависящей от яркости различных районов; 
когда тонкий пучок электронов сканирует, двигаясь по правильному растру, поверхность фотокатода, 
происходящая при этом нейтрализация заряда создает на коллекторе разность потенциалов, пропорциональную 
начальному распределению яркости. Если величину данного сигнала снимать через регулярные промежутки 
времени, то можно получить числовое представление изображения. Каждое число тогда представляет 
отдельную точку изображения, или пиксел. Во многих анализаторах изображения оно представляется в виде 
512x512 пикселов, каждому из которых присваивается оптическая плотность, или «уровень серого», в виде 
чисел от 0 (соответствующего черному цвету) до 255 (соответствующего белому цвету). Любое изображение, 
обработанное таким образом, может храниться в памяти компьютера для дальнейшей обработки и проведения 
измерений. Максимальное количество обработанных изображений, которое может храниться, зависит от 
объема памяти микрокомпьютера и от количества уровней серого в каждом изображении. Многие анализаторы 
изображения имеют свои собственные компьютеры с большим объемом памяти (порядка 8 мегабайт и более), 
которые позволяют хранить 12 или более изображений, оцифрованных через 8-битный аналого-цифровой 
преобразователь (АЦП) на 256 уровней серого. 
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Рис. 7.10. Фотография нового прибора 
Magiscan фирмы Joyce-Loebel Ltd. Это 
типичный современный анализатор 
изображения. На столе находятся 
мониторы, микроскоп и телевизионная 
камера, служащая для ввода 
изображения, которое обрабатывается 
и хранится в блоках, располагающихся 
в стойке справа. Фотография любезно 
предоставлена Joyce-Loebel Ltd. 

 

 

5.1. Обработка и дискриминация (сегментация) изображений 
Прежде чем проводить какие-нибудь измерения на оцифрованном изображении, необходимо убедиться, что 

компьютер оперирует только с теми частями изображения, которые представляют интерес. Это в свою очередь 
требует обработки изображения для удаления из него несущественных деталей. Когда данные берутся с 
дигитайзера, то это упрощение и узнавание структур делается оператором, который обводит только 
существенные детали. Когда для обработки используется телевизионная система, предварительная обработка 
должна, по-возможности, проводиться на компьютере; часто требуется значительно преобразовать 
изображение, чтобы перевести его в пригодный для анализа вид. Хорошие советы по цифровой обработке 
изображения можно найти в техническом описании [17] или в книге Гонсалеса и Винтца [12]. 

Поскольку каждый пиксел представлен в памяти компьютера числом, то сравнительно просто написать 
программы, которые будут изменять значения одного или нескольких пикселов по установленным правилам. В 
простейшем случае с каждым пикселом можно оперировать отдельно, не изменяя величину соседних пикселов. 
Например, чтобы получить представление о распределении в изображении уровней серого, можно построить на 
экране монитора гистограмму частоты распределения всех пикселов по уровням серого. Если гистограмма 
получается очень узкой (когда изображение малоконтрастное), то можно дать команду компьютеру разнести 
значения пикселов по всей шкале (расширить гистограмму), чтобы увеличить контраст. Другим примером 
обработки изображения (по точкам) является случай, когда каждому пикселу присваивают обратное 
(комплементарное) значение. Это приводит к тому, что все изображение становится обратным: все белые 
пикселы — черными, и наоборот. Если в памяти находятся два изображения, тогда каждый пиксел одного 
изображения может быть добавлен к другому, либо вычтен из него, либо умножен или разделен на 
соответствующий пиксел другого изображения. Добавление применяется для наложения изображений, тогда 
как вычитание дает возможность убрать постоянный фон или определять движение объекта. 

Наиболее часто обработка изображения перед проведением измерений включает групповую обработку, 
когда конечное значение пиксела определяется значениями соседних пикселов. Такой процесс часто называют 
пространственной сверткой (конволюцией). Оцифрованное изображение используется на входе, а величина (то 
есть яркость) пиксела на выходе зависит от значений пикселов в группе, называемой «ядром», которая 
окружает данный пиксел. Размер ядра может быть любым, чаще всего оно представляет собой матрицу 
величиной 3X3 или 5x5 пикселов. Последняя дает относительную свободу манипулирования изображением, но 
уменьшает время, приходящееся на математическую обработку. Данный процесс можно проиллюстрировать на 
примере простого усреднения. Здесь величина пиксела равна сумме значений соседних пикселов, образующих 
ядро изображения на входе, деленной на число пикселов в ядре. Если мы имеем ядро размером 3X3 пиксела со 
значениями 

     35 38 105 
     20 200 180 
     180 210 200, 
тогда величина центрального пиксела после усреднения станет 130. Можно делать пропорциональное 

усреднение, вводя поправочный коэффициент к каждому участвующему в усреднении элементу. Такой 
коэффициент часто называют коэффициентом свертывания, а матрица коэффициентов свертывания 

     A B C 
     D Е F 
     G Н I, 
используемая для каждого данного ядра, называется «маской свертывания». Так для ядер размером 3X3 

пиксела в ней будет девять различных коэффициентов (А—I), которые будут по очереди прилагаться к каждому 
элементу вводимого изображения. Допустим, что маска свертывания содержит следующие значения для 
каждой клетки 

     -1 -1 -1 
     -1 9 -1 
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     -1 -1 -1. 
Применим ее к центральному пикселу следующей серии: 
     10 15 15 
     10 38 10 
     10 10 15. 
Конечное значение центрального пиксела в изображении на выходе получается следующим образом: 

произведение пиксела № 1 и величины А в маске свертывания суммируется с числом, полученным при 
умножении пиксела № 2 на величину В из маски, и так далее. Таким образом, значение центрального пиксела 
будет равно   (-10) + (-15) + (-15) + (-10) + (342) + (-10) + + (-10) + (-10) + (-15) =247    вместо начального 
значения 38. Данную процедуру надо последовательно произвести над каждым индивидуальным пикселом 
первичного изображения, так что, очевидно, требуется изрядное количество действий умножения и сложения 
для получения из исходного изображения модифицированного. Этим объясняется необходимость 
использования компьютеров значительной мощности для обработки изображений. 

Маска свертывания, использованная в приведенном выше примере, называется «высокопропускающим 
фильтром». Сумма ее коэффициентов равна 1, и в центре имеется большое значение, окруженное меньшими 
отрицательными значениями. Это означает, что центральный пиксел в группе входных пикселов имеет при 
обработке большой вес, тогда как окружающие пикселы как бы смягчают его. Если центральный пиксел 
намного ярче соседей (то есть его численная величина больше), то окружающие пикселы не оказывают 
влияния, и выходной пиксел становится ярче исходного пиксела, в результате чего возникают градиенты или 
резкие переходы. Если разница между центральным и соседними пикселами небольшая, то в результате 
применения высокопроницаемого фильтра происходит усреднение их значений. 

Противоположный тип маски свертывания получил название «низкопропускающего фильтра». Его 
применение ведет к размыванию деталей, поэтому он используется для подавления шумов в изображении, 
которые обычно возникают из-за пикселов с очень высокими численными значениями. Типичный 
низкопропускающий фильтр размером 3 x 3 пиксела имеет следующий состав: 

     1/9 1/9 1/9 
     1/9 1/9 1/9 
     1/9 1/9 1/9, 
из которого видно, что все компоненты положительны и их сумма равна 1. Если применить 

низкопропускающий фильтр, то области со сравнительно небольшими колебаниями уровня серого будут 
изменяться мало, тогда как зоны е резкими колебаниями усреднятся и дадут на выходном изображении 
сравнительно плавные переходы. Это создает эффект размывания деталей картины. 

Кроме того, имеется множество других масок свертывания. Некоторые из них, часто называемые 
«градиентными фильтрами», служат для усиления контраста границ вдоль определенных направлений, тогда 
как другие (например, фильтры Лапласа) усиливают контраст во всех направлениях. Различные маски 
свертывания можно последовательно применить к одному и тому же изображению, и с их помощью часто 
можно так отредактировать изображение, что необходимые детали станут узнаваемыми для компьютера. 

Многие из современных анализаторов изображения имеют специальное программное обеспечение для 
геометрического преобразования изображений. В эти операции может входить растяжение изображения по 
отношению к оригиналу по горизонтали или по вертикали, вращение изображения и искривление его по 
соответствующим правилам. 

К следующему типу преобразований изображения, выполняемых на бинарных изображениях, то есть таких, 
где значения всех пикселов составляют 0 (черные) или 255 (белые), относятся эрозия (поверхностное 
разрушение) и дилятация (наращивание или расширение), а также комбинация этих операций (рис. 7.11). При 
дилятации структурные элементы (ими часто являются расположенные квадратом или восьмиугольником 
группы пикселов) автоматически накладываются на каждый пиксел бинарного изображения. Центральная часть 
группы пикселов будет попадать то на фон, то на изображение деталей. Когда происходит последнее, все 
пикселы расширяющего элемента, которые не попали ни на один из пикселов изображения, добавляются к 
последнему. В результате границы объекта в изображении расходятся и пробелы в нем заполняются, как 
показано на рис. 7.11. Обратная операция — это эрозия, при которой центральный пиксел тоже накладывается 
на анализируемое изображение. Если все пикселы из структурного элемента попадают на изображение, то 
центральный пиксел изображения сохраняется. Если же один или более окружающих пикселов структурного 
элемента попадают на фон, когда центральный пиксел оказался на изображении, тогда центральный пиксел из 
бывшего изображения делается белым, то есть «вымывается». Данный процесс повторяется для всех пикселов, 
составляющих бинарное изображение объекта. В результате от границ объектов отделяются слои, 
увеличиваются пробелы, и объекты разделяются (рис. 7.11). Можно проводить эрозию и дилятацию 
последовательно несколько раз или сначала эрозию, затем дилятацию, и наоборот. Дилятация с последующей 
эрозией того же количества элементов называется в технике «соединением». Эта процедура очень полезна для 
заполнения пробелов или сколов в изображениях объектов. Проводить ее следует осторожно, так как близко 
расположенные, но не связанные объекты могут в результате данной процедуры объединиться и нельзя будет 
измерить их по отдельности. Противоположный процесс — эрозия с последующей дилятацией — называется 
«разъединением». Он очень важен для очистки изображения, например для удаления выпячиваний и усов (рис. 
7.11) и особенно для последующего измерения периметров, поскольку при разъединении ликвидируются 
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небольшие неровности поверхностей, которые могут сильно влиять на величину периметра. 

 
 

 

Рис. 7.11. Схема, иллюстрирующая 
принципы эрозии и дилятации и их 
последовательного применения 
(разъединение и соединение). Показаны 
два исходных изображения, слева — 
имеющее выросты, справа — имеющее 
выемки. Структурный элемент, 
использующийся для эрозии и дилятации 
— квадрат 3X3 пиксела. 

 
Следует отметить, что при проведении операции разъединения на изображении с выростами последние 

удаляются, а основная его часть сохраняется, тогда как в случае изображения с выемками для получения того 
же результата необходима обратная операция соединения. 

После того как изображение улучшено, его важные для измерения части должны быть обозначены для 
компьютера. Этот процесс получил название «сегментации» или «дискриминации». Часто, если 
предварительная обработка была сделана правильно, установить порог и задать существенные части 
изображения по уровню серого не представляет большого труда. Если изображение очень сложное, то могут 
понадобиться дополнительные действия, позволяющие удостовериться в том, что измеряются только нужные 
структуры. Например можно ввести определенные ограничения на размеры или форму, с тем чтобы 
анализировались только удовлетворяющие им объекты. В особо сложных случаях может понадобиться 
сортировка объектов в режиме диалога оператора с компьютером, когда человек будет редактировать 
изображение с помощью светового пера или какого-либо другого приспособления. Следует еще раз 
подчеркнуть, что во всех случаях проще выполнять на компьютере измерения на «хорошем» изображении, 
которое имеет высокий контраст и содержит в основном дискретные, а не соприкасающиеся объекты. Усилия, 
затраченные на изготовление препарата и получение его изображения, окупаются тем, что они упрощают 
последующую обработку изображения, процедуры его сегментации и измерения. 

5.2. Измерения с помощью компьютера 
После того как изображение сегментировано, на нем можно проводить различные типы измерений. Они 

обычно запрограммированы в компьютере, так что одиночные или множественные измерения выполняются с 
большой скоростью. Результаты могут быть получены либо для всего поля зрения, либо для определенного 
класса объектов в нем. Результаты, полученные для всего поля, дают информацию обо всех расположенных в 
нем объектах, в другом случае результаты относятся только к параметрам отдельных дискретных объектов. На 
всем поле можно провести измерения четырех основных типов (общая площадь, периметр, число перехватов и 
число структур) для каждой выбранной фазы. Результаты первых двух, как и при любых измерениях размеров, 
могут быть представлены компьютером либо в машинных единицах (пикселах), либо, если входное устройство 
откалибровано, в абсолютных единицах, таких как мм, мкм, нм и т.д. Следует помнить, что величина периметра 
сильно зависит от разрешения и увеличения, с которым изображение подается на вход прибора. В целом, чем 
больше разрешение, тем более достоверны результаты измерения периметра. Важно однако, чтобы оператор 
сам выбирал оптимальное увеличение и разрешение для каждого проводимого измерения. Перехваты — это 
число пересечений сканирующей линейки с выбранными изменениями фаз, например с черного цвета на белый. 
Этот показатель теперь используется редко, оставаясь реликтами тех времен, когда основанные на компьютерах 
анализаторы изображения имели очень малый объем памяти, и информацию о числе пересечений линий с 
границами приходилось вводить в память экономно. Число перехватов сильно зависит от ориентации объектов 
по отношению к направлению сканирования, и соответственно — от их ориентации в поле зрения. 

Наиболее часто проводят измерения отдельных объектов в поле зрения, в первую очередь — измерения 
площадей и периметров. Многие анализаторы изображения в настоящее время позволяют также производить 
быстрые определения диаметра эквивалентного круга (ECD). Это диаметр круга, который имеет ту же площадь, 
что и объект, так что он может быть вычислен по формуле: 

 
где -А соответствует площади объекта. Большинство современных приборов позволяют также определять 

диаметры Фере. Диаметр Фере есть расстояние между касательными, проведенными к объекту в любом 
заданном направлении. Вычисление диаметров Фере заменяет процедуру измерения предмета 
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штангенциркулем. Диаметры Фере зависят от ориентации, так что полная серия их может быть получена при 
всех возможных ориентациях объекта по отношению к направлению сканирования. Если есть возможность, 
такую серию измерений диаметров Фере следует делать. Это, в свою очередь, позволяет рассчитать дескриптор 
формы, известный под названием «выпуклый периметр», который реально является периметром 
многоугольника, сформированного касательными, определяющими все диаметры Фере. Выпуклый периметр 
может быть рассчитан по формуле 

выпуклый периметр = 2tg (π /2n) ∑ f , 
где ∑ f есть сумма n диаметров Фере. 
Теперь стало обычным, что анализаторы изображения дают для каждого объекта координаты х и г/, 

определяющие его положение в измеряемом поле, а также положение его центра масс. Другие измеряемые 
величины, которые часто закладываются разработчиками в программное обеспечение, — это ряд параметров 
формы, данные о ближайших соседних объектах, оптическая плотность и интегрированная оптическая 
плотность данной площади. 

Простейшие параметры формы рассчитываются, как отношение результатов двух измерений, например 
диаметров Фере, снятых под прямым углом друг к другу. Данное отношение является полезной мерой 
удлиненности объекта, оно часто дополняется значением его эллипсоидальности, которое вычисляется 
следующим образом: объект представляется в виде идеального эллипса, и рассчитывается соотношение его 
большой и малой осей. Всегда измеряется степень отклонения от окружности, которую проще всего получить 
из соотношения площади (A) и периметра (Р). В случае правильного круга они связаны соотношением 4 π A/Р2 
= 1. В литературе по анализу изображений имеется описание еще множества других специальных измерений 
формы и размеров. Широко применяются измерения, связанные с определением границ зернистых включений в 
металлических образцах, их действительных размеров и формы. В настоящее время стало возможным измерять 
степень неровности поверхностей — так называемую «фрактальность» поверхности. Представление о 
фрактальности, введенное Мандельбротом (Mandelbrot), в дальнейшем интенсивно развивал в терминах анализа 
изображений Флук [19—21], который показал, что показатель фрактальности может быть легко получен с 
помощью описанной выше операции соединения. Не имея возможности подробно рассматривать этот способ в 
данной главе, отсылаем интересующихся читателей к оригинальным работам Флука. 

Поскольку имеющиеся в продаже анализаторы изображения существенно различаются по методам 
обработки, сегментации и измерения изображений и деталям устройства, то эти сведения следует прочесть в 
сопроводительной литературе, прилагаемой к приборам. 

 

6. Приборы и математическое обеспечение работ 
В предлагаемом ниже списке содержатся сведения о фирмах — изготовителях систем анализа изображения, 

известных автору и существовавших в момент написания книги. Список не претендует на полноту; в такой 
быстро развивающейся области, как анализ изображения, перечислить все фирмы практически невозможно.  

 
Сетки, счетные камеры и микрометры 
Micro Instruments 
Gallenkamp Group Service Organization Graticules Ltd 
E. F. Fullam Inc., (латексные и стеклянные микрошарики), контора Graticules Ltd в Великобритании 
 
Приспособления для электронных измерений 
RMC-D3, Цифровые видеоизмерительные системы, Brian Reece 
Scientific Instruments Portascan, Scan Systems Crystal, Quantel 
 
Анализаторы изображения с дигитайзером, телевизионной системой и микрокомпьютерами 
Video Image Analyser, Brian Reece Scientific Instruments. Система QA 1000, Emscope Computers Div., Emscope 

Laboratories Ltd VIDS II, III и IV (Apple He, IBM PC и совместимые компьютеры), 
Measuremouse (Amstrad 1512), AMS Quantimet 520, Cambridge Instruments Ltd Cue 2, анализатор 

изображения, Olympus Optical Co. Ltd (Великобритания) 
Imagan 2 (Leitz/GIS), E. Leitz (Instruments) Ltd Image Manager, Sight Systems Nachet 1500 (для использования 

вместе с Apple GS), Nachet Vision, Emscope Laboratories Ltd 
Программный пакет DIGIT для курсора дигитайзера Summa-graphics Bit Pad, микрокомпьютера ВВС, 

Institute of Opthalmology 
 
Телевизионные анализаторы изображения со специальными компьютерами 
Autoscope Р и MIAMED, E. Leitz (Instruments) Ltd 
Quantimet 970, Cambridge Instruments Ltd 
New Magiscan: Joice-Loebel 
Tracor TN5700, Tracer Europa 
Optomax V, AMS 
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Система 13000, Seescan Ltd 
Context vision GOP 300, ISI Europe 
IS 100, Kenda Electronic Systems 
Micro-Semper Image processing System, Synoptics Ltd 
Goodfellow Image Analyser, Goodfellow Metals Ltd 
Omnimet II, Buehler Ltd (Великобритания) 
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ВИДЕОМИКРОСКОПИЯ 
Дитер Г. Вейсс, Вилли Мейл и Роберт А. Уик 
 

1. Видеомикроскопия и оборудование для нее 

1.1. Введение 
Когда метод, называемый теперь видеомикроскопией, был применен к биологическим системам, он 

произвел в световой микроскопии революцию, подобную той, которую ранее вызвало применение 
иммунофлуоресценции. Благодаря ему обычный световой микроскоп снова стал мощным инструментом, 
используемым для исследования динамики мелких биологических структур, и приобрел ценность для 
биохимиков, молекулярнвтх и клеточных биологов. Применение видеосистем увеличило разрешающую 
способность светового микроскопа, сделав доступными для наблюдения те частицы, которые по своим 
размерам являются промежуточными между частицами, обычно исследуемыми с помощью электронного 
микроскопа, и объектами, которые в целом хорошо изучены исследователями, работающими со световым 
микроскопом. Этот метод дает, кроме того, возможность исследовать препараты живых клеток. Достоинством 
видеомикроскопии является и то, что она позволяет не только разрешать мелкие детали, но и «чистить» 
изображение, достигая большей четкости его деталей. С помощью этого метода можно, кроме того, 
количественно определять изменения во времени и в пространстве таких параметров, как количество, 
концентрация, транспорт и метаболизм отдельных типов молекул. 

Увеличение разрешения достигается благодаря тому, что микроскоп с видеоусилением способен 
обнаружить такие изменения интенсивности, которые не различает человеческий глаз. По той же причине с 
помощью видеоусиления можно находить слабосветящиеся объекты и получать их изображение, 

Значительное улучшение микроскопического изображения может быть достигнуто с помощью 
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видеомикроскопии только при тщательной настройке светового микроскопа, основанной на глубоком знании 
принципов световой микроскопии» таких как освещение по Кёлеру и система сопряженных оптических 
плоскостей. Следует однако отметить, что иногда и неопытные микроскописты в состоянии получить с 
помощью видеомикроскопии хорошие изображения. Основным преимуществом данного метода является то, 
что он позволяет легко записывать информацию на видеопленку или диск (компьютера) для последующей 
количественной обработки. Возможность хранить и чистить изображения позволяет повторно анализировать 
полученные результаты, сопоставляя их с изображениями, полученными позже. 

Видеомикроскопия, как здесь будет показано, расширяет возможности микроскопии в трех принципиально 
важных направлениях. 

1.1.1. Видеоусиление 
Видеоусиление — это процедура электронного усиления контраста в малоконтрастных, или «плоских», 

изображениях. Этот процесс приводит не только к улучшению условий наблюдения деталей, видимых и при 
обычной микроскопии, но делает также видимыми такие детали, которые в 5—20 раз меньше самых мелких 
структур, различимых при непосредственном наблюдении в микроскоп или на фотомикрографиях (рис. 8.1). 

 

 

Рис 8.1. Видеомикроскопия 
работает за пределами ранее 
существовавших ограничений для 
световой микроскопии и открывает 
новые области применения 
(показанные точками) — при 
низкой освещенности (VIM-метод) 
и при работе с мелкими объектами 
(VEC-микроскопия). Границы 
областей обозначены 
приблизительно. 

 
Метод видеоусиления контраста (VEC, от англ, video enhanced contrast) в микроскопии был разработан в 

лабораториях Ш. Иноэ [1, 2] и Р. Д. Аллена [3—5]. Аллен с соавт. [3, 4] отметили, что использование 
видеомикроскопии совместно с поляризационными методами позволяет ввести дополнительное смещение 
запаздывания, которое после точной установки компенсации и аналогового усиления позволяет намного лучше 
различать мелкие объекты. Данная техника получила название AVEC-микроскопии (от англ. Allen video 
enhanced contrast). 

1.1.2. Видеоинтенсификация 
Видеоинтенсификация — это методика, которая позволяет сделать хорошо видимыми слабоосвещенные 

изображения и изображения, образованные слишком малым числом фотонов, чтобы их можно было видеть 
невооруженным глазом (рис. 8.1). С помощью видеоинтенсифицирующей микроскопии (VIM) можно усиливать 
слабосветящиеся изображения и видеть слабую флуоресценцию или люминесценцию [6, 7], что особенно важно 
для биологических исследований, так как при этом уменьшается доза потенциально ядовитых прижизненных 
красителей или избыточного освещения, действующая на живые объекты. 

1.1.3. Цифровая обработка изображения 
Микроскопические изображения, воспринятые телекамерой, могут быть превращены в цифровой сигнал, 

что позволяет проводить цифровую обработку изображения. Обработка изображения может использоваться для 
уменьшения в нем шума путем цифрового усреднения или фильтрации, для вычитания несущественных 
деталей фона с последующим цифровым усилением контраста или для проведения измерений на изображении 
(например, интенсивности, размеров, формы или скорости движения объектов). Однако только с развитием 
методов подавления шума и усиления контраста в реальном времени, т. е. при телевизионной частоте, у 
микроскопистов появилась возможность рассматривать оптимизированные с помощью электронных средств 
изображения, работая непосредственно за микроскопом. 

1.2. Общая стратегия электронного улучшения изображения 
При планировании исследований с помощью видеомикроскопии можно взять за основу следующие 
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подходы. 

1.2.1. Условия ограниченного числа фотонов 
Видеоинтенсификация необходима в тех случаях, когда число фотонов недостаточное, особенно при работе 

с флуоресцентными и люминесцентными препаратами, исследуемыми в темном поле. Для VIM-метода 
требуются высокочувствительные камеры, которые, к сожалению, не являются камерами высокого разрешения. 
Однако с их помощью можно визуализировать ярко флуоресцирующие объекты, размеры которых находятся 
далеко за пределами разрешения светового микроскопа, в тех случаях, когда они достаточно удалены друг от 
друга (например, в случае разбавленной суспензии флуоресцирующих актиновых филаментов). Микроскопия 
при слабом освещении обычно требует использования всех методов видеомикроскопии, в том числе телекамер 
с видеоусилением, аналогового усиления, разных способов цифровой обработки изображения, таких как 
вычитание фона (что необходимо из-за неравномерной чувствительности мишеней VIM-камер), усреднение 
(для уменьшения шума) и цифровое усиление (разд. 3). Сглаженные (из-за низких пространственных частот) 
изображения, получаемые VIM-методом, обычно пригодны для цифрового анализа интенсивностей и их 
изменений в изображениях (разд. 4.2). 

1.2.2. Достижение высокой четкости и детализации изображения 
Когда нужно достичь высокой четкости и детализации изображений, а размеры минимальных объектов не 

выходят за пределы разрешающей способности микроскопа (200 нм), следует применять телекамеры высокого 
разрешения. Они требуют достаточно большого количества света, однако могут быть использованы с 
системами дифференциального интерференционного контраста (DIG) или любыми другими, дающими большее 
количество света. В таком случае для усиления изображения потребуется VEC-микроскопия, но может 
оказаться, что достаточно умеренного аналогового усиления. Если изображение освещено неравномерно, то на 
данном уровне увеличения обычно достаточно его аналоговой коррекции (шейдинг-коррекция). Цифровой 
коррекции фона или цифрового усиления при этом обычно не требуется. Данный метод применяется обычно 
при наблюдениях за целыми клетками, в частности за изменением их формы, а также делением клеток или 
движением крупных органелл. 

1.2.3. Визуализация объектов с минимальными размерами 
Если ставится задача визуализировать наименьшие возможные объекты, мы также должны прибегнуть к 

VEC-микроскопии, используя для освещения технику дифференциального интерференционного контраста или 
косого освещения. С ее помощью можно различить микротрубочки (диаметр 25 нм) или пузырьки диаметром 
50 нм [8, 91. Для этого понадобятся следующие функции электронных систем улучшения изображения: 
большое аналоговое усиление, высококачественная поляризационная световая микроскопия (DIG либо 
поляризационный микроскоп по Аллену [3, 4] или Иноэ [1]) и цифровая обработка изображения, включая 
вычитание фона в реальном времени и цифровое усиление. Если получающееся изображение содержит 
слишком много шумов, то необходимо провести усреднение в реальном времени по два или по четыре кадра 
или цифровую фильтрацию изображения (также в реальном времени). 

Для большинства пользователей VEC- и VIM-методы являются взаимодополняющими, так как первый 
позволяет выявлять внутриклеточные детали, а последний дает возможность, применяя флуоресцирующие 
метки (красители или антитела), идентифицировать ранее увиденные объекты. 

Для микроскопистов наиболее существенным требованием к оборудованию является быстрота его действия, 
т.е. процессор должен быть достаточно быстрым для того, чтобы давать изменения изображения в реальном 
времени. При этом для введения в компьютер команд должно использоваться всего несколько клавиш. 

1.3. Различные методы видеомикроскопии 

1.3.1. Видеомикроскопия с усилением 
Видеомикроскопия с усилением значительно расширяет возможности светового микроскопа (рис. 8.1) и 

служит технической основой для развития ряда новых методик. VIM-метод сделал возможным наблюдение и 
запись таких изображений, которые слишком слабы для того, чтобы их можно было рассматривать или 
фиксировать непосредственно. Кроме того, он позволяет изучать живые клетки в течение длительных 
промежутков времени, не нарушая их нормальной метаболической активности и не обесцвечивая 
содержащихся в них фоточувствительных молекул. 

Явления, связанные со слабым свечением, достаточно широко распространены в природе. Кроме того, в 
настоящее время необходимым инструментом для исследований в различных областях стали экзогенные 
люминесцирующие или флуоресцирующие молекулы, которые при использовании в качестве зондов позволяют 
выявлять различные клеточные структуры и функции. Применение VIM-метода в различных областях описано 
а литературе [7, 10, 11]. 

Микроскопия с видеоусилением особенно полезна в тех случаях, когда: 
1) общее число фотонов, участвующих в формировании изображения, ограничено самой природой явления, 
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например при биолюминесценции или при флуоресценции, когда число меченных флуорохромом участков 
мало; 

2) необходимо освещение низкой интенсивности, чтобы в ходе исследования избежать влияния света на 
биологический процесс (процессы) или исключить фототоксические эффекты; 

3) происходят быстрые изменения, и количество света, которое можно получить за необходимый 
промежуток времени, мало; 

4) длительная экспозиция, нужная для фотографирования на пленку, не дает возможности зафиксировать 
динамику процесса; 

5) следует уменьшить возбуждение флуоресценции, чтобы подавить фотообесцвечивание; 
6) количество метки должно быть ограничено, чтобы избежать влияния на биологические процессы. 
Методы аналогового усиления контраста (разд. 1.3.2) или цифровой обработки изображения часто бывают 

очень полезны, хотя не всегда необходимы. 

1.3.2. Аналоговое усиление контраста 
Введение аналогового усиления стало большим достижением, благодаря которому световая микроскопия 

вышла на новый уровень. Цифровое усиление, как будет показано далее, часто служит полезным дополнением 
к аналоговому, но следует подчеркнуть, что оно не заменяет аналогового усиления. 

Преобразования изображения, которые нужно произвести для аналогового усиления контраста, можно 
объяснить только на основе представлений о контрасте, рассеянном свете и разрешении. Поэтому ниже 
помещен краткий обзор каждого из данных аспектов световой микроскопии. 

I. Рассеянный свет. Так называется свет, равномерно распределенный по изображению и не вносящий 
вклада в формирование его деталей. Некоторые из вызывающих его причин приведены в табл. 8.1. Во многих 
случаях рассеянный свет не дает возможности произвести оптимальную настройку микроскопа. Например, 
часто приходится жертвовать максимально возможным разрешением — закрывать для снижения яркости 
освещения диафрагму конденсора и снижать тем самым числовую апертуру. Когда используется 
поляризованный свет, то настройке часто мешает рассеянный неполяризованный свет, который появляется 
даже при наилучшей юстировке поляризаторов или призм. В телевизионном изображении рассеянный свет 
может быть удален с помощью электронных средств путем добавления к сигналу камеры постоянного 
отрицательного напряжения, которое называется напряжением смещения, или пороговым напряжением. 
Подачей на камеру подходящего напряжения смещения можно добиться усиления контраста, подбирая 
пороговое напряжение так, чтобы оно соответствовало уровню серого, нужному для получения наивысшего 
визуального контраста на экране монитора (рис. 8.2, Б и 8.3). На рис. 8.2 показано, чего можно достичь на 
каждом этапе обработки изображения данным способом. Очевидно, что детали препарата мышцы лучше всего 
видны на рис. 8.2, Е после применения цифрового усиления изображения. 

 
 

Таблица 8.1. Различные источники рассеянного света 
 

Светлопольная микроскопия 
Избыточная аиертура конденсора 
Непросветленные поверхности линз 
Свет, отраженный от внутренних поверхностей тубуса 
Микроскопия в поляризованном свете и интерференционная микроскопия. 
Вращение плоскости поляризации на поверхности линз 
Двулучепреломление из-за внутренней анизотропии линз 
Рассеяние света из-за пыли, на склейках линз и т. п. 
Несовершенство поверхностей линз 
Дефекты (дырки) в поляризаторах 
Околомаксимальная компенсация 
Флуоресцентная микроскопия 
Аутофлуоресценция любого материала, находящегося на пути света 
Неспецифическая локализация флуорохромов 

 
II. Контраст. С помощью телевизионной камеры яркость в каждой точке оптического изображения, 

создаваемого микроскопом, преобразуется в разность потенциалов. Контраст можно регулировать, увеличивая 
его в 100 раз и более путем подачи к сигналу камеры напряжения смещения, позволяющего наилучшим 
образом установить контраст. Глазом контраст (С) воспринимается приблизительно как разность между 
интенсивностью (яркостью) фона (Iф) и яркостью препарата (Iп), отнесенная, к яркости фона: 

(1) 
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Рис. 8.2. Обработка малоконтрастного 
изображения. Препаратом служил ультратонкий 
(для электронной микроскопии) неокрашенный 
срез поперечнополосатой мышцы, который 
наблюдали с помощью дифференциального 
интерференционного контраста. Исходное 
изображение было получено без 
предварительной очистки оптики для того, 
чтобы продемонстрировать возможности метода 
применительно к изображению с необычно 
большим исходным загрязнением. А. 
Изображение в фокусе без усиления. Б. После 
аналогового усиления. В. Не в фокусе, с 
дефектами фона. Г. Не в фокусе, после 
вычитания фона. Д. В фокусе, после вычитания 
фона. Е. После цифрового усиления. Микроскоп 
Zeiss, IM 405, Plan Neofluar X63/1.4, окуляр Х16, 
проектив 63 мм (рис. 8.9,Л); процессор 
Hamamatsu ARGUS 100; размер кадра — 42 
мкм. 

 
Перекрывающиеся изображения от двух близко расположенных объектов (точечных отверстий) и 

суммарное распределение интенсивности от них (обозначено штриховой линией) приведены на А. Согласно 
критерию Рэлея, два объекта разрешаются, когда центральный прогиб достаточно велик, чтобы быть заметным. 
Если изменить контраст за счет аналогового или цифрового переопределения нижнего уровня (уровня черного) 
до указанного тонкой линией и соответственно усилить сигнал, то можно получить намного более четкое 
изображение Б. В. Те же объекты, но находящиеся на более близком расстоянии, так что они не могут быть 
разрешены согласно критерию Рэлея. Однако, если увеличить контраст (Б), то даже и в этом случае можно 
получить изображение, где объекты будут видны раздельно (Г). Предел разрешения Спарроу достигается тогда, 
когда между двумя пиками нет впадины. 

 

 
 

Рис. 8.3. Дифракционная картина (распределение Эри) от очень маленького объекта 
характеризуется центральным максимумом нулевого порядка и меньшими максимумами 
1-го, 2-го и высших порядков.  

 
III. Изменение контраста. Регулирование контраста с помощью прямого и обратного напряжения смешения 

может применяться к изображениям, получаемым любым методом сметной микроскопии. В случае 
использования поляризованного света значительный дополнительный контраст можно получить путем 
установки компенсатора на большее смещение запаздывания (AVEC-микроскопия, разд. 2.3). Получающиеся 
изображения часто имеют недостаточный видимый контраст, так как изма рассеянного света знаменатель в 
уравнении (1) слишком велик (разд. 2.1 и рис. 8.10). Однако в электронном изображении напряжение смещения, 
приложенное к видеосигналу, играет роль, аналогичную «отрицательной яркости или интенсивности» (IB), 
которая вычитается из знаменателя. Тогда видеоконтраст (СB), описывается уравнением: 

(2) 
После того как рассеянный свет был скомпенсирован обратным напряжением, аналоговый сигнал камеры 

может быть вновь установлен так, чтобы использовать для получения необработанного изображения всю шкалу 
серого. 
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IV. Усиление контраста и разрешение деталей. Разрешение может быть увеличено за счет усиления 

контраста, поскольку согласно критерию Рэлея разрешение обусловлено таким снижением освещенности 
между двумя пиками, при котором максимумы различимы глазом, т.е. на 15%. Когда вместо глаза используется 
телекамера, то критерий Рэлея заменяется критерием Спарроу [12] (рис. 8.3, В и Г). Последний приложим к 
электронным изображениям, поскольку они могут быть усилены настолько, что даже незначительный прогиб в 
распределении интенсивности в случае двух необработанных изображений (рис. 8.3, В) превращается в четкое 
разделение пиков (рис. 8.3,Г). Это увеличивает разрешение примерно в два раза. При использовании лучших 
линз, когда аберрации незначительны, качество изображения лимитируется только размером дифракционного 
пятна, в которое превращается каждая его точка. 

V. Усиление контраста и визуализация объектов. Объекты, размеры которых находятся за пределами 
разрешения, дают дифракционные пятна (диски Эри) малой амплитуды (интенсивности). Величина этих дисков 
не может быть уменьшена. Однако благодаря видеоусилению такие невидимые слабые диски Эри можно 
визуализировать, хотя, если расстояние между двумя объектами меньше предела разрешения, дифракционные 
картины этих объектов по-прежнему будут сливаться. Следовательно, используя усиление контраста, мелкие 
объекты можно визуализировать, но нельзя разрешить. Используя дифференциальный интерференционный 
контраст по Номарскому или VEC-микроскопию, можно увидеть биологические структуры с размерами от 15 
до 20 им, а другие материалы, такие как коллоидное золото, становятся видимыми при диаметре частиц 5 им и 
менее. Дифракционные картины от многочисленных очень мелких объектов, расстояние между которыми 
меньше разрешающей способности микроскопа, компенсируют друг друга, так что в изображении ничего не 
видно. Такая ситуация имеет место в случаях очень мелких клеток или переполненных органеллами нервных 
окончаний. 

VI. Преимущества аналогового усиления контраста. 
1. Рассеянный свет удаляется в видеоканале подачей напряжения смешения (IB). 
2. Практически достижимое разрешение увеличивается примерно вдвое. Это происходит благодаря замене 

критерия Рэлея на критерий Спарроу, и отчасти потому, что можно использовать в работе более высокие 
числовые апертуры, так как избыточная яркость изображения, возникающая из-за рассеянного света, может 
быть устранена с помощью напряжения смешения. 

3. Выигрыш в контрасте достаточен для того, чтобы в живых клетках cia.ni мидии структуры, по размерам 
примерно па порядок меньшие, чем те, которые могли быть разрешены 

или обнаружены в тех же условиях до усиления контраста (рис. 8.1). 
4. В условиях AVEC-микроскопии снижаются дифракционные аномалии, которые при использовании 

методов, основанных на использовании поляризованного света, дают ложные детали и контраст. Эти аномалии 
возникают в результате деполяризации света на поверхностях линз или из-за остаточного двулучепреломления 
в объективе (разд. 2.1). 

VII. Ограничения метода аналогового усиления контраста. 
1. Параллельно с усилением видеосигнала усиливается и электронный шум, так что могут понадобиться 

системы для его подавления (разд. 2.3 и 3.2). 
2. Если оптическая система (включая предметное и покровное стекла) содержит пыль, грязь или дефекты, 

возникшие при изготовлении препарата, то они будут создавать фиксированную картину пятен (крап), 
усиливаемых вместе с изображением. От них можно избавиться только путем цифровой обработки (разд. 2.3). 

3. Если осветительная система примитивна или неправильно настроена и сфокусирована (для освещения по 
Кёлеру), то поле зрения может быть освещено неравномерно. Для получения хороших результатов при VEC-
микроскопии требования к равномерности освещения значительно выше, чем при обычной фотомикрографии. 
В известной степени неравномерность освещения, как и фиксированная картина пятен, может быть устранена с 
помощью цифрового вычитания (рис. 8.4) (разд. 2.3). 

1.3.3. Цифровая обработка изображения 
Многие методы стандартной цифровой обработки изображения были известны задолго до того, как их 

ценность стала понятна микроскопистам [5, 13]. В связи с бурным развитием быстродействующих компьютеров 
появилась возможность выполнять многие виды обработки изображения при скоростях видеозаписи. Принципы 
цифровой обработки изображения и некоторые конкретные виды ее были описаны в гл. 7. В VIM-.и VEC-
микроскопии они используются для быстрой предварительной обработки с целью улучшить качества 
изображения до того, как оно будет записано на магнитную ленту или диск. Следует подчеркнуть, однако, что 
отдельные кадры, уже записанные, можно подвергнуть дальнейшей цифровой обработке с использованием 
соответствующей техники и видеопроцессоров, рассмотренных в гл. 7. Большинство описанных в гл. 7 
процессоров принципиально отличаются от тех, о которых речь пойдет ниже, так как последние дают 
возможность производить операции над изображением со скоростью видеозаписи, позволяя обрабатывать 
видеоизображения живых объектов. 
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Рис. 8.4. Коррекция неравномерности 
освещения путем вычитания фона в усиленном 
аналоговым способом изображении. Если 
после фиксации потенциальных дефектов в 
оптике (этап 11 разд. 2.3) и максимально 
возможной коррекции неравномерности 
освещения аналоговым способом (разд. 1.4.1) 
получается такое изображение, как в А, то оно 
даст при дальнейшем аналоговом усилении 
очень мешающее яркое пятно (Б). Вычитание 
пятнистого фона без изображения объекта (В) 
дает неравномерно освещенное изображение 
(Г). Данная последовательность фотографий 
демонстрирует также пользу применения 
масштабной линейки и указателя времени (от 
месяцев до сотых долей секунды) и, кроме 
того, возможность измерения интенсивности 
вдоль выбранной линии (разд. 4.2). В качестве 
препарата использовалась диатомовая 
водоросль Amphipteura pellucida с периодом 
исчерченности 250 нм. Микроскоп Axiophot 
Zeiss, объектив Планахромат Х100/1,25, 
процессор Hamamatsu С 1966, Photonic 
Microscope System. 

 
 
После аналогового усиления контраста аналоговый телевизионный сигнал (график изменений потенциала) 

оцифровывается так, что он становится доступным для обработки арифметической логической ячейкой 
видеопроцессора. В большинстве пригодных для этого видеопроцессоров способы осуществление некоторых 
арифметических преобразований заложены в постоянное запоминающее устройство (ПЗУ) или осуществляются 
с помощью пакетов макросов (макрокоманд) в программном обеспечении, так что оператор может легко 
научиться обработке изображения с использованием наиболее удобных операций. Ввод команд занимает 
несколько секунд, а операции обработки выполняются в «реальном времени», то есть укладываются в интервал 
между двумя последовательными телекадрами (25 или 30 раз в секунду в зависимости от используемого 
телевизионного стандарта). 

В ходе оцифровки изображение разделяется на 512 или более линий по 512 или более точек (пикселов) в 
каждой. Обычно каждый пиксел содержит 256 уровней серого (8 бит), где 0 определяется как черный цвет, а 
255 — как яркий белый (разд. 4 гл. 7). В зависимости от сложности проводимых операций требуется объем 
памяти на 1—3 кадра (512x512 пикселов). Если проводится усреднение или какая-либо другая процедура, 
требующая большого числа кадров, объем памяти должен составлять более 8 бит в глубину (желательно — 

16 бит). 
I. Последовательное усреднение и прыгающее усреднение. Последовательное усреднение заключается в 

вычислении среднего между последним приходящим в компьютер изображением и хранящимся в компьютере 
ранее полученным изображением. Данный метод представляет собой нормированное усреднение е 
доминированием более поздних кадров (обратная фильтрация). При прыгающем усреднении усредняется 
заранее выбранное число кадров, и картина выводится на экран, а в это время происходит накопление 
следующей порции кадров, вывод которых задерживается. При обеих операциях электронный шум 
видеосигнала уменьшается пропорционально квадрату числа усредненных кадров. Первая операция смазывает 
и делает менее четким любое движение, тогда как последняя, наоборот, подчеркивает даже медленное 
движение. Обе они обычно используются в VIM-методе; их применение целесообразно также и в VEC-
микроскопии при использовании большого усиления, когда начинает мешать электронный шум. 

II. Вычитание неравномерного (пятнистого) фона. Дефекты в виде пятен в изображении (крап) 
сохраняются, если препарат расфокусировать или вывести из поля зрения (рис. 8.2, Б). Соответственно крап 
можно сохранить («заморозить») в видеопамяти и затем вычитать из каждого кадра входящего видеосигнала 
(рис. 8.2,Г). Данная операция (вычитание фона) приводит к очистке изображения (рис. 8.2, Д). Та же процедура 
устраняет неравномерность яркости фона (рис. 8.4) в случаях, когда ее перепады не превосходят «окна» в 256 
разрешенных уровней серого. 

III. Цифровое усиление. После аналогового усиления и очистки фона изображение может быть недостаточно 
контрастным. В этом случае его можно усилить цифровым способом, например растянув гистограмму уровней 
серого (рис. 8.2, Е). Данная процедура подобна аналоговому усилению, но выбор уровней серого производится 
по их числовому значению. Оператор выбирает определенный отрезок спектра уровней серого, содержащий 
информацию об изображении, и растягивает его в длину на всю дистанцию, содержащую 256 уровней серого, 
от черного до белого. Это делается переопределением новых уровней серого и их добавлением вместо старых 
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(процедура обозначена в меню). Необходимо помнить, что цифровое усиление не может заменить аналогового 
усиления (разд. 1.3.2). 

IV. Выявление движения путем последовательного вычитания или вычитания через интервалы времени. 
Усиленное аналоговым способом изображение можно подвергнуть последовательному вычитанию с целью 
выявить и наблюдать в нем только движущиеся элементы. Для этого опорное изображение «замораживается» в 
памяти, после чего, не сдвигая и не расфокусируя образец, из «замороженного» изображения вычитают все 
последующие изображения. Вычитание хранящегося в памяти изображения из очень близкого к нему 
последующего изображения (живого объекта) приводит к появлению пустого изображения, не содержащего 
ничего, кроме движущихся элементов, которые вызывают различия в изображениях и таким образом 
обнаруживают себя (рис. 8.5). Это исключительно чувствительный метод определения движения, который, 
однако, дает удовлетворительные результаты только при использовании очень стабильного микроскопа и при 
хорошем контроле температуры. Любой дрейф фокуса или нагрузка, приложенная к столику или станине 
микроскопа, могут вызвать появление искаженного изображения всего объекта. Данный метод дает положения 
движущегося объекта в момент времени «О» (замороженное, где объект виден в негативном контрасте, иначе 
говоря, изображение «отсутствующего объекта») и реальное положение объекта в настоящий момент времени 
(рис. 8.5). С помощью этого метода очень удобно проводить измерения скорости. Вычитание через 
определенные интервалы является вариантом последовательного вычитания, когда запрограммировано 
«размораживание» хранящегося в памяти изображения, из которого производится вычитание, и автоматическая 
замена его на новое через определенное число кадров с последующим вычитанием нового «фонового» 
изображения из приходящих видеосигналов. 

V. Получение псевдоцветного изображения. Данный процесс позволяет пользователю систематически или 
по своему выбору присваивать цвета различным уровням серого. Этот прием может быть очень полезен для 
того, чтобы различать сложные распределения оттенков серого или незначительные вариации интенсивности. 

Для VIM-метода могут быть особенно полезны следующие дополнительные функции. 
 
 

 
 

Рис. 8.5. Избирательное выявление движущихся объектов с помощью последовательного вычитания. А. 
Когда вычитание одного изображения (29 : 40 с): из другого (29: 50 с) произведено через 0,1 с, т. е. 
через 5 кадров, в их разности практически отсутствует контраст, поскольку все предметы остались 
вблизи от своего начального положения. Через 2 с (Б) (31 : 50 с) движущиеся органеллы становятся 
видимыми. Каждая органелла видна в кадре дважды: один раз как выступающая структура и один раз 
как выемка. Положение выемки соответствует начальному расположению органеллы, т. е. месту, где ее 
в настоящее время нет, а сама движущаяся структура на экране монитора имеет положительный 
контраст. Наблюдалось движение митохондрий (удлиненные структуры) и лизосомоподобных 
органелл (округлые структуры) в пучке аксонов (диаметром 0,25 мкм) слухового нерва щуки. 
Большинство органелл, за исключением одной митохондрии в центре, движутся вправо вниз. 
Микроскоп Polyvar Reichert/Cambridge Instruments, План ахромат х100/1,32, процессор Hamamatsu С 
1966, Photonic Microscope System, масштабная линейка 2,7 мкм. 

 
VI. Очистка кадра (или луча). Это еще один метод для улучшения отношения сигнал/шум при приеме 

изображения. Здесь заряд на поверхности камеры накапливается в течение более продолжительного 
промежутка времени, а не снимается каждую 1/25 или 1/30 с (нормальная скорость телевизионной развертки). 
За счет этого значительно снижается количество считываемого шума. Так, например, при обычной интеграции 
64-х кадров суммируется 64 изображения, каждое из которых содержит определенный процент считываемого 
шума. Однако если позволить изображению накапливаться до считывания на мишени камеры в течение 
времени, соответствующего 16-ти кадрам, то шум 64 кадров окажется уменьшенным в 16 раз. 

VII. Пространственная фильтрация. Если к изображению применять различные операции свертки, то оно 
может быть «отфильтровано» в пространственном отношении. Этот метод позволяет подавить шум или 
выделить часто встречающуюся информацию, например обозначить границы или получить более резкое 
изображение (подробнее — в гл. 7). 

VIII. Арифметические операции. Данная функция позволяет применять основные арифметические операции 
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для обработки одиночных изображений или для сравнения множества изображений друг с другом. Типичным 
примером такой операции является отношение изображений, когда одно изображение делится на другое (разд. 
3.3.2). 

IX. Суперпозиция изображений. Во многих случаях очень полезной оказывается возможность наложения 
(суперпозиции) одного изображения на другое. Примерами могут служить комбинации псевдоцветного 
флуоресцентного изображения с соответствующим черно-белым изображением в проходящем свете или 
объединение двух изображений, соответствующих различным флуоресцентным меткам, с целью понять 
соотношение между ними. 

Очевидно, что для выявления с помощью программируемого цифрового анализатора специфических 
характеристик изображения может применяться и множество дополнительных процедур. 

1.4. Электронное оборудование для видеомикроскопии 
Если вы уже выбрали те функции, которые необходимы для нашей исследовательской работы (разд. 1.2), 

вам следует выбрать подходящий тип оборудования для видеомикроскопии. Обобщенная схема системы для 
видеомикроскопии представлена на рис. 8.13. Камеры и видеопроцессоры обсуждаются в настоящем разделе, а 
пояснения относительно вспомогательного оборудования, такого как мониторы к магнитофоны, можно найти в 
разд. 5. 

1.4.1. Камеры и контроллеры камер 
Для VEC-микроскопии используются камеры типа «видикон» высокого разрешения, чаще всего Chalnicon, 

Newvicon или Pasecon. Для работы при низкой освещенности требуются специальные камеры, которые 
обсуждаются в разд. 1.4.2. Если необходимы специальные спектральные характеристики камер, такие как 
высокая чувствительность в красном или УФ-диапазоне, или исключительно малая задержка, то другие 
подходящие для этих целей телекамеры можно приобрести у различных фирм, таких как COHU Inc., 
Hamamatsu Photonics К. K.r DAGE-MTI Inc. и Zeiss. До недавнего времени видеокамеры на ПЗС-матрице не 
годились для работы из-за низкого разрешения и низкой чувствительности, но теперь, после 
усовершенствования их приемников, они могут применяться; они обладают очень малой геометрической 
дисторсией и более широким динамическим диапазоном, чем телевизионные трубки. При работе в условиях 
особо низкой освещенности необходимо производить охлаждение матричных ПЗС-камер (разд. 1.4.2). 

В тех случаях, когда требуется цифровая обработка изображения, используются исключительно черно-
белые камеры (с трубками на 3/4 или на 1 дюйм), поскольку цветные камеры имеют три независимых выхода 
для красного, зеленого и синего сигналов (RGB-система), и соответственно для них требуются три 
параллельных видеопроцессора. При выборе камеры обращайте внимание на то, чтобы она могла работать без 
автоматической подстройки сигнала, поскольку усиление и напряжение смещения должны подаваться на нее 
вручную (разд. 2.3, этап 5). Только при наличии ручной регулировки вы сможете производить аналоговое 
усиление изображения. 

Неоднородности (перепады) в восприятии света, имеющиеся на мишени камеры, называются тенью. В 
некоторых камерах высокой чувствительности эти перепады могут достигать 30% между разными участками. 
Некоторые из коммерчески поставляемых камер имеют шейдинг-корректор («корректор тени»), позволяющий 
пользователю вводить различные комбинации линейных и параболических сигналов для компенсации 
неоднородностей. Два примера таких камер и их блоков управления приведены на рис. 8.6. В общем 
предпочтение следует отдавать таким блокам управления, которые могут использоваться с различными 
камерами [например, с видиконом, кремниконом с усилением на мишени (SIT) и т. д.]. 

1.4.2. Телевизионные системы для микроскопии с видеоусилением 
Исторически сложилось так, что телекамеры, предназначенные для ввода изображений с низким 

освещением, разрабатывались на основе различных технологий. По разным причинам большинство этих 
технологий дало начало двум основным классам высокочувствительных детекторов света: видеокамерам с 
электроннооптическим усилением и твердотельным (матричным ПЗС) камерам с охлаждаемой мишенью. С 
потребительской точки зрения два типа детекторов различаются тем, что первый, имея усилитель, позволяет 
визуализировать динамичные (подвижные) образцы, тогда как второй, будучи детектором интегрирующего 
типа, при очень низких освещенностях пригоден только для того, чтобы визуализировать очень медленно 
движущиеся или статичные образцы. 

 

 158 



 

 

Рис. 8 б Блок управления камерой, который 
может быть использован для аналогового 
усиления А. Видикон Hamamatsu С 2400 
(сзади) и его блок управления (нижний 
прибор), обладающий возможностями 
усиления, подачи обратного напряжения и 
аналоговой шейдинг-коррекции На рисунке 
видна также обладающая наивысшей 
чувствительностью камера для подсчета 
квантов, состоящая из двух последовательных 
микроканальных пластин, соединенных на 
выходе с видиконом, характеризующимся 
малой задержкой (фотография любезно 
предоставлена фирмой Hamamatsu Photonics К 
К). Б. Система для аналогового усиления 
контраста (Zeiss АСЕ System), также 
позволяющая проводить аналоговое усиление 
и шейдинг-коррекцию Видеопринтер и 
фотокамера со специальным монитором 
высокого разрешения расположены под 
виброизолирующим столом (фотография 
любезно предоставлена фирмой Zeiss, ФРГ). 

 
 
I. Видеокамеры с электроннооптическим усилением. Эти приборы, как видно из их названия, состоят из 

двух функционально различных компонентов — усилителя изображения и видеокамеры. Усилитель 
изображения служит для улавливания изображения, увеличения его интенсивности и подачи вторичного 
изображения на видеокамеру, которая считывает его в обычном формате. 

Наиболее обычными камерами для низкой освещенности, используемыми в микроскопии, являются камеры 
с кремниевым усилителем (SIT-камеры, от англ, silicon intensifier target). В их конструкции усилитель 
изображения с электростатической фокусировкой соединен с телекамерой, имеющей кремниевую мишень в 
обычной стеклянной трубке. SIT-камеры могут быть в 100 раз более чувствительными, чем просто камеры с 
кремниевой мишенью, которые сами по себе считаются чувствительными. Основанные на усилении света SIT-
камеры обычно дают разрешение в 300—600 линий. 

SIT-камеры поставляются также с системой двойного усиления, которая называется ISIT (усиленная 
кремниевая камера с усилением — intensified silicon intensifier target). В такой камере используется 
дополнительный усилитель, который с помощью волоконной оптики соединен с фотокатодом SIT-камеры. За 
счет этой комбинации чувствительность увеличивается по сравнению с SIT-камерой примерно в 20—30 раз, что 
позволяет работать на уровне, близком к пределу восприятия человеческого глаза. Оба типа камер, SIT и ISIT, 
имеют многощелочной фотокатод, обладающий чувствительностью в спектральном диапазоне 300—850 нм. 

Альтернативной по отношению к SIT/ISIT системой является оптическое сопряжение усилителя 
изображения с телекамерой. В противоположность SIT большинство усилителей изображения работают с 
фосфорным окном на выходе, где происходит обращение электронного изображения вновь в оптическое для 
его подачи в телекамеру. С помощью линз (или волоконной оптики изображение, формирующееся в слое 
фосфора, фокусируется на входном окне видеокамеры. Основным практическим преимуществом данной 
разработки является то, что она позволяет выбирать усилители изображения и телекамеры с различными 
характеристиками, требующимися для разных задач. 

Основные различия между усилителями изображения связаны с механизмами их работы и способами 
усиления. Простейшая конфигурация усилителя — вафельного, или бипланарного, типа. Самыми большими ее 
преимуществами являются маленькие размеры и отсутствие дисторсии. Лучшие с точки зрения степени 
усиления и качества изображения усилители получаются за счет введения фокусирующего механизма, 
основанного на электростатической или электромагнитной системе. Электростатическая фокусировка более 
компактна, дешева и меньше весит. Для исключительно больших усилений эти трубки могут быть собраны 
таким образом, чтобы фосфорный выход одной из них был оптически сопряжен с входом фотокатода другой. 
Такие каскадные усилители при наличии трех—четырех ступеней могут давать усиление яркости до 106 раз. 

Большого выигрыша можно также достичь за счет электронного усиления внутри самой трубки [14]. Это 
становится возможным, если между фотокатодом и фосфорным выходом поместить микроканальную пластину 
(МКП). Одиночная МКП дает усиление электронного сигнала в 103 раз, а несколько МКП могут быть 
использованы как мощное усиливающее устройство. Усилители изображения, основанные на МКП, имеют 
характеристики, близкие к многоступенчатым системам с электростатической фокусировкой, но при этом они 
более компактны, обладают меньшей дисторсией и не требуют таких мощных источников питания (рис. 8.6, Л). 

II. Твердотельные камеры с охлаждаемым детектором. Последние достижения в конструировании 
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твердотельных камер являются очень многообещающими с точки зрения световой микроскопии. Не являясь по 
конструкции усиливающими, эти камеры позволяют тем не менее получать изображения при низких уровнях 
освещенности. Обладая высокой квантовой эффективностью (способностью превращать фотоны в электроны), 
они позволяют достигать высокой чувствительности в первую очередь за счет охлаждения детектора и 
медленного считывания сигнала. Охлаждение ПЗС-камер (от —25° до —125 °С) приводит к резкому снижению 
их темнового тока, являющегося компонентом шума. За счет медленного считывания еще больше уменьшается 
шум, связанный с электроникой, работающей на высоких частотах. Изображения с малой яркостью 
непосредственно улавливаются микросхемой аналогично тому, как это происходит при длительной 
фотоэкспозиции. Высококачественные ПЗС-камеры превосходно сохраняют геометрию изображения, имеют 
высокую фотометрическую точность и большой динамический диапазон, так что они несомненно будут 
находить все более широкое применение в микроскопии при количественных исследованиях статических 
образцов. 

III. Практические соображения относительно выбора систем камер для условий низкой освещенности. 
1. Чувствительность. Ясно, что наиболее важным условием при выборе камеры для условий низкой 

освещенности является ее чувствительность. Выпускается широкий спектр камер с различной 
чувствительностью — от той, которая достаточна только для фазового или дифференциального 
интерференционного контраста, до такой, которая позволяет работать на уровне отдельных фотонов. 

 

 

Рис 8 7. А. Диапазон относительной 
светочувствительности видиконов и камер 
для низкой освещенности Для сравнения 
указаны сверхвысокочувствительные 
фотопленки, которые позволяют вести 
фотографирование при свете луны и звезд. 
Система 1, учитывающая отдельные 
кванты, имеет на выходе фосфорный 
экран, а система 2— полупроводниковый 
детектор. 
 
Б, Спектральные характеристики трех 
наиболее распространенных типов 
фотокатодов. 
В — бищелочной катод, 
М — многощелочной (S20); 
S — катод типа S1. 

 

 
Чувствительность телекамеры определяется обычно путем освещения ее точно известным количеством 

света от лампы накаливания и измерения выходного тока камеры. Результаты в виде соотношения 
амперы/люмены выводятся на график в логарифмических координатах как «светопреобразующая 
характеристика». Такой способ полезен для сравнения различных систем, но может давать неправильные 
результаты в отношении высокочувствительных камер. Дело в том, что данный метод не позволяет учесть 
шумовую компоненту внешнего сигнала и при использовании лампы накаливания дает сильный уклон в 
сторону фотокатодов, чувствительных к красному свету. Шкала типичных чувствительностей для различных 
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высокочувствительных камер приведена на рис. 8.7, А. 

2. Спектральная характеристика. Спектральная характеристика камер с усилением определяется 
материалом, из которого изготовлены их окна, и типом фотокатода. Наиболее обычным является фотокатод 
многощелочного типа (S20) с наибольшей чувствительностью при 420 нм и достаточной чувствительностью в 
области до 800 нм. Спектральные характеристики трех обычных фотокатодов — многощелочного, 
бищелочного и типа S1 — показаны на рис. 8.7, Б. Следует отметить, что повышенная чувствительность 
катодов типов S20 и S1 в красной части спектра сопровождается повышенными уровнями шума (тепловой 
шум). Хотя в большинстве случаев это не создает проблем, однако для очень низких уровней освещенности 
желательно выбрать бищелочной тип фотокатода, если для работы не требуется чувствительности в более 
широкой области спектра. 

3. Разрешение. Как уже отмечалось, обычно высокое разрешение и высокая чувствительность — это две 
взаимозависимые характеристики. Такая взаимосвязь обусловлена шумом. В высокочувствительных системах 
шум может быть двоякой природы — зависимый и независимый от сигнала. Последний обычно присутствует в 
постоянном количестве независимо от наличия света. Он возникает вследствие тепловых шумов усилителя, 
мишени камеры, видеоусилителя и т. д. При сравнительно большой освещенности шумы относятся в основном 
к этому типу. По мере снижения освещенности начинает доминировать зависимый от сигнала шум. При низких 
уровнях освещенности фотокатода разрешение в первую очередь лимитируется конечным числом 
освобождающихся с его поверхности фотоэлектронов — возникает так называемый фотоэлектронный, или 
квантовый, шум. Именно этот шум приводит к снижению разрешения при уменьшении уровня освещенности. 
Таким образом, разрешение при слабом освещении нужно определять как функцию интенсивности света, и, 
если устанавливаются возможные различия между фотокатодами, это желательно делать при определенной 
длине волны. 

4. Задержка. Задержка, или динамическая характеристика, отражает скорость реакции камеры на изменения 
освещенности. Если вам требуется система для регистрации быстро меняющихся препаратов, то следует 
выбрать камеру с малой задержкой. В камерах с усилителем задержка обусловлена в основном считыванием 
сигнала в телекамере, так что применение телекамер с малой задержкой типа Saticon или твердотельных 
позволяет значительно улучшить эту характеристику. 

1.4.3. Компактные цифровые анализаторы изображения 
Если требуется цифровая обработка изображения в реальном времени с целью получения картины 

определенного качества, а дальнейший цифровой анализ в покадровом режиме не нужен (или такая работа 
планируется с использованием другого оборудования — гл. 7), то за умеренную цену можно приобрести один 
из многих выпускаемых компактных цифровых видеоанализаторов. При этом следует иметь в виду, что в этих 
приборах не всегда имеется аналоговое усиление, которое совершенно необходимо для работы с микроскопом. 
Наиболее подходящие для данных целей процессоры должны обладать возможностями цифрового усиления, 
вычитания фона в реальном времени с одновременным усреднением кадров плюс дополнительные 
потенциально полезные возможности. Примерами анализаторов этой группы являются SIGMA II (Hughes 
Aircraft Co.), DVS 3000 (Hamamatsu Photonics К. К.) или Multicon Leitz (рис. 8.8). 

1.4.4. Системы обработки изображения в видеомикроскопии 
Существует небольшое число специальных систем, позволяющих проводить все необходимые вычисления в 

реальном времени и дающих пользователю широкий набор измерительных функций и определенную свободу в 
манипуляциях с хранящимися в памяти изображениями и в их анализе. В данные системы можно вносить и 
свое специальное программное обеспечение. Как и приборы предыдущей категории, эти системы обычно 
содержат блоки управления телекамерой и аналогового усиления. Они могут использоваться с камерами и 
блоками управления, выпущенными другими фирмами. В них можно вводить и ранее записанные кадры, 
проигранные с помощью видеомагнитофона. Примерами таких систем являются QX-7 (Qauntex Corporation), 
ARGUS 100 Hamamatsu (усовершенствованная модель на основе первого разработанного для микроскопа 
процессора С-1966, который был создан в 1984 году фирмой Hamamatsu совместно с Р. Д. Алленом), Image I/AT 
(Universal Imaging Corporation), Sapphire (Qauntel) и BioVi-sion (Perceptics Corporation). 

 

1.4.5. Видеопроцессорные платы 
Ряд фирм предлагает компьютерные платы для хранения и обработки изображения, которые можно 

установить на персональные компьютеры типа IBM-AT или системы с VME-шиной. Поскольку это обычно не 
готовые для непосредственного применения системы, к ним могут требоваться специальные совместимые 
процессоры. Кроме того, в разработке действующей системы иногда необходимо участие специалиста по 
программному и техническому обеспечению анализа изображения. Примерами компаний, выпускающих такие 
платы, являются Datacube Inc., Matrox Electronic Systems Ltd, Data Translation Inc. и Imaging Technology Inc. 
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Рис. 8.8. Компактные приборы для 
аналогового усиления контраста и 
цифровой обработки — Leitz Multicon, 
работающий с легкой твердотельной 
камерой (А) и Hamamatsu DVS 3000 (Б), 
которые являются примерами систем, 
позволяющих в реальном времени 
улучшать качество изображения 
аналоговым и цифровым способами 
(фотографии любезно предоставлены 
фирмами Е. Leitz и Hamamatsu Photonics 
К. К. соответственно). 

 

1.4.6. Монофункциональные процессоры 
Перечисленные выше приборы более или менее многофункциональны, в то же время для работы иногда 

может требоваться лишь одна или две функции. В этом случае выгоднее бывает приобрести 
монофункциональные, жестко ориентированные приборы для аналогового усиления, дистанционных 
измерений, измерений параметра, контроля времени, даты и измерений интенсивности вдоль линии и т. д. 
Некоторые приборы такого класса поставляются, например, фирмами For-A Company Ltd., Colorado Video Inc. 
или Hamamatsu Photonics K. K. 

1.4.7. Взгляд в будущее 
В ближайшем будущем компьютеры общего назначения (рабочие станции) станут достаточно 

быстродействующими, чтобы выполнять все большее число функций, требующихся для видеомикроскопии в 
реальном времени, благодаря уменьшению количества дополнительных приспособлений и расширению 
программного обеспечения. Параллельно с этим программное обеспечение для анализа изображений, 
разрабатываемое теми же изготовителями или специализированными компаниями, скоро достигнет такого 
уровня, что позволит решать часть технических проблем, описанных в разд. 1.4.3 и 1.4.4. Как правило 
возможности станций намного больше, чем возможности анализаторов изображения, так что на них могут 
решаться универсальные и рассчитанные на большое число пользователей задачи предварительной обработки, 
обработки и анализа изображения. Поскольку стоимость таких установок намного больше стоимости приборов, 
описанных выше, и для их обслуживания будут необходимы специалисты, подобные системы не обсуждаются 
здесь подробно. 

1.5. Условия, налагаемые на микроскоп 
Для всех типов видеомикроскопии в качестве основы необходимы микроскопы, относящиеся к категории 

исследовательских. Многие виды микроскопов могут быть применены для VIM- и VEC-микроскопии. 
Во всех случаях применения VIM-метода и в большинстве случаев применения VEC-микроскопии с 

большим увеличением количество света ограничено. Таким образом, для работы с этими системами важны два 
условия: оптимизация светособирающей способности микроскопа и достижение эффективной передачи света 
через оптическую систему. 

Светособирающая способность микроскопа прямо зависит от числовой апертуры объектива. Часто 
приходится учитывать другие факторы, например рабочее расстояние объектива, что заставляет применять 
специальные объективы с уменьшенной апертурой, но когда возможно, следует использовать объективы с 
максимальной числовой апертурой. Важность этого момента станет понятна, если рассмотреть, как связаны 
между собой NA, увеличение и интенсивность света. В системах, где освещающая апертура эквивалентна 
входной апертуре объектива (как при эпифлуоресценции), интенсивность (7) пропорциональна NA в четвертой 
степени: 

I ∞ (NA)4.          (3) 
Далее, интенсивность света обратно пропорциональна квадрату увеличения: 
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I ∞ / увеличение2.          (4) 

Таким образом, 
I ∞ (NA)4/ увеличение2          (5) 

Сравнивая два объектива Х40 с апертурами 0,9 и 0,5, можно видеть, что светособирающая способность 
объектива с большей числовой апертурой более чем в 10 раз выше. 

Как правило, у объективов одного типа числовая апертура тем больше, чем больше их увеличение. 
Приведенное выше соотношение прямо указывает на то, что при использовании систем промежуточного 
увеличения типа «Optovar» или проекционных окуляров следует применять объектив с максимальной числовой 
апертурой и наибольшим увеличением и промежуточную оптику с минимальным увеличением, поскольку эта 
оптика не вносит вклада в светособирающую способность системы. Таким образом, если вы стоите перед 
выбором, использовать ли объектив Х40 в комбинации с окуляром камеры Х10 или объектив Х25 в комбинации 
с окуляром камеры Х16, то первая система даст намного больший эффект, хотя обе системы имеют конечное 
увеличение Х400. 

Рассматривая второе главное условие, следует помнить, что светопропускание оптической системы в 
первую очередь зависит от пропускающей способности линз объектива и количества оптических элементов во 
всей системе. Интересно отметить, что объективы различных конструкций (например, флюоритовые и 
апохроматы) и изготовленные различными фирмами часто различаются по пропускающей способности, даже в 
тех случаях, когда по числовой апертуре и увеличению они идентичны. Если это возможно, то рекомендуется 
проверить несколько объективов применительно к той длине волны (длинам волн), которая будет 
использоваться. 

В той же, если не в большей, степени имеет значение качество промежуточных оптических элементов. 
Непросветленные поверхности линз обычно отражают 4—5% падающего на них света. И хотя в 
исследовательских микроскопах линзы обычно имеют просветляющие покрытия, это не может полностью 
устранить потерь света при отражении, так что суммарные потери, связанные с прохождением света по всему 
оптическому тракту, могут быть значительными. Поэтому из оптического пути следует удалить все не 
являющиеся необходимыми оптические элементы. Если это невозможно, то следует предпочесть микроскоп с 
более простым оптическим путем. 

В тех случаях, когда вы планируете работу с флуоресценцией, убедитесь, что ваша оптика пропускает 
коротковолновую часть спектра, которая необходима для возбуждения флуоресценции красителей, например 
свет с длиной волны 340 нм в случае красителя FURA-2, используемого для измерения с помощью 
видеотехники концентрации Са2+ (разд. 3.3, и рис. 8.12). Требования к оптике иногда предъявляются менее 
жесткие, так как в большинстве случаев все равно рекомендуется использовать монохроматический свет, и, 
кроме того, телекамерой захватывается только центральная часть поля зрения (от 1/3 до 1/2 поля, видимого в 
окуляры). Окуляры с широким полем зрения обычно не дают особых преимуществ. 

Если вы планируете работать методом VEC-микроскопии с большим увеличением, то необходимо в 
большинстве случаев использовать ксеноновую или ртутную лампу, дающую достаточно света, чтобы 
телекамера могла работать на уровне, близком к уровню насыщения ее динамического диапазона. В некоторых 
микроскопах даже для VEC-микроскопии с дифференциальным интерференционным контрастом может быть 
достаточно галогеновой или простой лампы накаливания, если убрать из оптического пути все рассеивающие 
элементы и установить лампу наилучшим образом. В нашей лаборатории были получены отличные результаты 
при использовании 50-ваттной ртутной лампы постоянного тока HBO 50W, которая имеет короткую дугу с 
большой интенсивностью свечения, в комбинации с микроскопом Axiomat (Zeiss); инвертированными 
микроскопами IM и ICM (Zeiss) или микроскопом Polyvar (Reichert/Cam-bridge Instruments); однако в 
большинстве случаев были пригодны и 100-, и 200-ваттные ртутные лампы (рис. 8.2, 8.4 и 8.5). Из-за того что 
после усиления контраста небольшие колебания в интенсивности света лампы могут преобразовываться в 
хорошо модулированные ярко-белые или черные изображения, очень важно использовать стабилизированный 
источник питания постоянного тока. Если применяются дуговые лампы, то для получения оптимальных 
результатов и защиты клеток от синего света желательно использовать узкополосные зеленые 
интерференционные фильтры (например, для линии ртути 546±10 нм). В этом случае полезно также для защиты 
интерференционного фильтра, поляризаторов и клеток от тепла и УФ-света использовать по крайней мере по 
одному из нижеперечисленных фильтров: УФ-фильтр, теплозащитный фильтр, теплоотражающий фильтр. 

Для того чтобы уменьшить вибрацию и внутренние движения в микроскопе, происходящие из-за перепадов 
температуры, рекомендуется устанавливать его на массивную подставку. Это особенно важно в тех случаях, 
когда используются тяжелые камеры для света низкой интенсивности и наибольшие микроскопические 
увеличения. Следует помнить, что при типичном для VEC-микроскопии увеличении внутренние перемещения 
на 1 мкм в препарате эквивалентны перемещениям на экране монитора на 1 см. Поэтому в некоторых случаях 
могут потребоваться защищенные от вибрации столы. 

Способы установки контраста для исследования с помощью видеомикроскопии неокрашенных живых 
биологических препаратов обсуждаются в разд. 2.5. 

1.6. Как соединить телекамеру с микроскопом 
Следует удостовериться, что 100% света может быть направлено в телекамеру. Если микроскоп имеет 
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между бинокуляром и гнездом для камеры фиксированный светоделитель, то на его место можно установить 
зеркало, полностью отражающее свет. 

Для видеомикроскопии требуется дополнительное оптическое увеличение. Это связано с тем, что 
пространственное разрешение в видеоизображении из-за телевизионных линий (развертки) значительно ниже, 
чем на фотомикрографиях или в тех изображениях, которые дает непосредственно оптика микроскопа. Чтобы 
полностью использовать разрешение микроскопа, необходимо быть уверенным в том, что лимитирующие его 
факторы не связаны с видеосистемой. Это означает, что мы должны увеличить изображение препарата на 
мишени телекамеры намного больше, чем считается достаточным при обычной световой микроскопии. Во всех 
случаях, когда это возможно, следует использовать объективы с наибольшим увеличением, но когда вы хотите 
выявить объекты, находящиеся за пределами разрешения, требуется дополнительное увеличение Х4 или Хб,3. 
Оно может быть достигнуто с помощью системы с переменным увеличением, имеющейся в микроскопах серии 
Axio (Zeiss), либо систем дополнительного увеличения (типа Optovar, Х2 или больше) и/или фотоокуляров с 
большим увеличением (Х16 или Х25) в сочетании с проекционной линзой (50— 63 мм), имеющихся в 
большинстве других микроскопов [например, микроскопах Ш, ICM и серии Axio (Zeiss), Orthoplan и Aristoplan 
(Leitz), Polyvar (Reichert/Cambridge Instruments)]. В другом случае, можно использовать комбинацию двух. 
тубусов с увеличением Х2 или один тубус с увеличением Х4. При компоновке системы следует 
руководствоваться следующими соображениями: когда размеры объектов равны пределу разрешения или 
меньше него, а наблюдать их планируется на экране монитора средних размеров, то следует подобрать такое 
конечное увеличение, чтобы поле зрения монитора имело размер 15—30 мкм или конечное увеличение было 
около Х8000 — X15 000. 

В классическом варианте система, проецирующая изображение на мишень камеры, состоит из окуляра и 
находящегося в тесном контакте с ним объектива телекамеры (рис. 8.9, А). Оба они состоят из нескольких линз, 
при этом некоторые поверхности (линз) часто располагаются достаточно близко к плоскости изображения, из-
за чего в изображении могут появляться дефекты от пыли и несовершенства покрытий линз. Окуляры, однако, 
являются необходимым элементом во всех случаях, когда коррекция оптических аберраций осуществляется 
частично в объективе, а частично в окуляре. 

Некоторые фирмы-изготовители перешли на объективы с полной внутренней коррекцией аберраций 
(например, Zeiss,. Reichert/Cambridge Instruments), что дает тем, кто занимается видеомикроскопией, намного 
больше свободы в использовании различных приставок. В таких оптических системах тубусная линза 
проецирует промежуточное изображение непосредственно на телевизионную мишень через пустой 
соединительный тубус (например, в микроскопах серии Axio фирмы Zeiss) (рис. 8.6,5). Это позволяет получать 
очень хорошие изображения с незначительными дефектами. Для максимального увеличения в такой 
конструкции требуется дополнительное увеличение от Х4 до Х6,3, создаваемое с помощью телескопа 
галилеевского типа, установленного в участке параллельного хода лучей, либо с помощью системы 
дополнительного увеличения (Optovar), либо путем комбинации обеих систем. 

Другой способ стыковки, который вызывает мало дефектов изображения, но требует сравнительно много 
места на оптическом столе, состоит в том, что камеру помещают против бокового выхода микроскопа, 
установив там сильный окуляр, и промежуточное изображение проецируют непосредственно на мишень 
камеры. Требуемое увеличение достигается за счет приближения камеры или удаления ее от микроскопа в 
пределах 10—30 см. 

2. Высокое разрешение: видеомикроскопия с усилением контраста 

2.1. Различные виды VEC-микроскопии 
Видеомикроскопия с усилением контраста изображения, при которой используется светлопольное, 

темнопольное и косое освещение или флуоресценция, является очень перспективной методикой. Обычно ее 
называют VEC-микроскопией. Аллен [3, 4] и Иноэ [1] одновременно описали методы видеоусиления контраста 
при работе с поляризованным светом, которые принципиально различаются, но приводят к очень близким 
результатам. Чтобы избежать путаницы, необходимо четко различать два предложенных авторами подхода. 

Аллен назвал свой метод Алленовским видеоусилением контраста при дифференциальном 
интерференционном контрасте или поляризационной микроскопии (AVEC-DIC и AVEC-POL соответственно). 
Согласно этому методу анализатор и поляризатор устанавливаются далеко от положения их скрещивания, что 
позволяет получить большое отношение сигнал/шум (разд. 1.3.2 [3]). Аллен предложил устанавливать 
компенсатор Сенармона [3, 4, 15), содержащий четвертьволновую пластинку (подобранную для 
соответствующей длины волны), которая помещается перед вращающимся анализатором (рис. 8.9,Б). Он 
рекомендовал задавать смещение задержки он 1/4 до 1/9 длины волны далеко от пика поглощения, отмечая, что 
сдвиг на 1/9 λ, обеспечивает наилучший компромисс между высоким отношением сигнал/шум и 
минимальными дифракционными аномалиями. Избыточное количество рассеянного света (Iф), возникающее в 
результате такой настройки, удаляется за счет соответствующей настройки аналогового или цифрового 
усиления (разд. 1,3.2). 

Метод, рекомендованный Иноэ, который мы в данной главе будем в отличие от предыдущего называть 
IVEC-микроскопией, имеет своей целью снижение количества рассеянного света и дифракционных аномалий, 
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возникающих из-за кривизны поверхностей линз (табл. 8.1). Он требует применения исключительно 
высококачественных (свободных от внутренних напряжений) объективов и просветленных линз, 
разработанных Иноэ [16]. Последние выпускаются только для некоторых микроскопов, например отдельных 
серий фирмы Nikon, и стоят дорого. В специальном (оптимизированном) микроскопе Иноэ [2, 16] используется 
установка поляризаторов в положение, близкое к полному поглощению света, эту установку невозможно 
применять во многих других микроскопах, гак как проходящий при этом свет будет недостаточен для 
насыщения телекамеры. 

AVEC-микроскопия позволяет улучшить малоконтрастные изображения за счет неоптимальной установки 
оптики, тогда как при IVEC-микроскопии оптика не затрагивается, поэтому для улучшения изображения 
требуется меньше этапов электронных преобразований. Методом AVEC-микроскопии можно работать на 
любом хорошем исследовательском микроскопе, снабженном поляризаторами, которые имеются в продаже. 
Правильную установку компенсатора можно подобрать экспериментально в диапазоне между 1/100 и 1/4 длины 
волны в зависимости от возможностей вашей осветительной системы. Наилучшее разрешение достигается при 
смещении на величину, равную 1/9 длине волны [17], а наилучшая визуализация (наивысший контраст) — при 
смещении задержки на величину в 1/15 длины волны на некоторых микроскопах [18]. Согласно Аллену, 
размеры объекта, видимые при последнем способе установки света, будут различными в зависимости от его 
ориентации по причине дифракционных аномалий [3, 4]. 

 
 
 

 

 

 
Рис. 8.9. А. Установка для видеомикроскопии, которой авторы пользовались для временной работы в 
морской биологической лаборатории. Слева направо: камера типа Chalnicon расположена у нижнего 
выхода инвертированного микроскопа Zeiss IM 405. Использованы окуляр Х25 и проектив с фокусным 
расстоянием 63 мм (для постоянной установки рекомендуется сделать более основательный штатив 
телекамеры). Микроскоп оснащен лампой накаливания и 50-ваттной стабилизированной ртутной 
лампой для проходящего света, а также дуговой 100-ваттной ртутной лампой для эпифлуоресценции. В 
держатель для флуоресцентных фильтров вставлен четвертьволновый компенсатор Сенармона (на фото 
не виден). Монитор для выведения обработанного изображения расположен позади клавиатуры 
видеопроцессора Hamamatsu С 1966. Второй монитор, дающий прямое изображение (используется для 
фокусировки), расположен поверх видеопроцессора. В правом углу: цветной монитор для получения 
псевдоцветного изображения и фотографирования; видеомагнитофон U-типа. Б. Детали встроенного в 
микроскоп Zeiss Axiophot устройства с компенсатором Сенармона для AVEC-DIC-микроскопии. 1— 
объективная призма Волластона; 2— четвертьволновая пластинка; 3 — система промежуточного 
увеличения с коэффициентом 1,6; 4 — вращающийся поляризатор со шкалой, который используется 
как анализатор; 5 — система дополнительного увеличения Х2,5. В такой системе для присоединения 
телекамеры можно использовать пустой тубус (рис. 8.6,5). Поляризатор и призма Волластона в 
конденсоре не видны. 

 

2.2. Приготовление препаратов 
Препараты, используемые в обычной световой микроскопии, могут использоваться также и для 

видеомикроскопии. Для наблюдения живых культивируемых клеток желательно выращивать культуры на 
покровных стеклах — так можно получить наилучшие изображения. Если применяются большие увеличения, 
то может оказаться, что оптика позволяет установить правильное освещение по Кёлеру только на поверхность 
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покровного стекла и на несколько десятков микрон ниже (используя обычный, не инвертированный 
микроскоп), так как объективы большого увеличения рассчитаны на получение наилучшего изображения на 
расстоянии около 170 мкм от своей передней поверхности. За исключением тех случаев, когда используются 
сухие объективы (более предпочтительны масляно-иммерсионные), рекомендуется применять покровные 
стекла № 0 (толщиной 80—120 мкм) вместо стандартных (толщиной примерно 170 мкм) (например, марки Gold 
Seal фирмы Clay Adams Co., или О. Kindler GmbH). Соответственно целесообразно применять и более тонкие 
предметные стекла (0,8—0,9 вместо 1 мм). 

Водные препараты следует предохранять от высыхания, полностью замазывая покровное стекло по 
периметру лаком для ногтей или, если исследуются «живые» препараты, например микротрубочки, 
выдавленная цитоплазма или культивируемые клетки, используя для герметизации смесь VALAP. Последняя 
состоит из равных весовых частей вазелина, ланолинового масла и парафина (температура плавления 51—53 
°С) и плавится при температуре около 65 °С. Смесь наносится по периметру покровного стекла специальной 
кисточкой с кончиком из хлопка. Если образец представляет собой суспензию, то при использовании 
стандартного покровного стекла следует брать аликвоты не более, чем по 5—10 мкл, чтобы препарат был очень 
тонким (около 10 мкм), что позволит получить наилучшее качество изображения. 

Работая с инвертированным микроскопом, препарат необходимо класть покровным стеклом вниз. На 
большинстве столиков микроскопов такой препарат будет соприкасаться замазкой со столиком и его не удастся 
расположить плоско. Поэтому вместо обычного предметного столика лучше использовать металлические рамки 
размером под стандартное предметное стекло толщиной 0,8—1 мм. Средняя часть рамки вырезается, так что 
получается U-образный держатель. К верхней поверхности рамки с помощью липкой ленты прикрепляется 
покровное стекло большого размера так, чтобы оно перекрывало отверстие. Если это необходимо, можно 
использовать покровное стекло № 0, поскольку для наблюдений его верхняя поверхность подходит лучше 
всего. После того как препарат был использован, сверху накладывается покровное стекло стандартных 
размеров и толщины, затем препарат запечатывается. 

В тех случаях, когда необходимо рассматривать более толстые препараты, такие как срезы ткани, срезы, 
полученные на вибратоме, или пучки нервов, рекомендуется использовать только технику дифференциального 
интерференционного контраста или косое освещение [19]. При этом хорошие изображения серийных 
оптических срезов можно получить только для слоя толщиной в 10—20 мкм, обращенного к фронтальной линзе 
объектива, а по мере углубления в ткань качество изображения будет быстро ухудшаться. 

2.3. Получение изображения 
Поскольку в методе VEC-микроскопии есть несколько этапов, отличающихся от таковых в обычной 

микроскопии, следует более подробно обсудить процесс формирования изображения. Если необходимо 
провести только аналоговое усиление, то изображение получается после этапов 1—5. Последующие шаги ведут 
к получению большего разрешения и визуализации субмикроскопических объектов. Выбранная для описания 
методика в основном соответствует AVEC-DIC-микроскопии, но если применения DIG не требуется, то этап 4 
может быть опущен; если пользователь не хочет следовать прописи, приводимой Алленом (AVEC), для него 
могут оказаться полезными пояснения, приведенные в разд. 2.1. 

1. Глядя в окуляры или на монитор (при уменьшенном увеличении) найдите препарат. Если весь препарат 
состоит из материала, размеры которого выходят за пределы разрешения (фракции из градиента плотности, 
суспензия микротрубочек, неокрашенные электронно-микроскопические срезы— рис. 8.2), то найти плоскость 
препарата будет трудно. Тогда уменьшите освещение с помощью диафрагмы конденсора и/или поляризаторов 
либо призм и поищите на препарате загрязняющие его крупные частицы. Если их нет, то сделайте отпечаток 
пальца на одном из углов покровного стекла со стороны препарата и воспользуйтесь им для фокусировки. 

2. Установите освещение по Кёлеру (гл. 1). После грубой установки освещения следует точно выбрать 
нужную плоскость для препарата. Затем окончательно установите конденсор, но уже применительно к 
монитору (проверьте, достаточно ли снижена освещенность чтобы не повредить телекамеру). Полевую 
диафрагму нужно отцентрировать на мониторе и открыть так, чтобы она исчезла из поля зрения. Если полевая 
диафрагма открыта слишком сильно, то большинство адаптеров микроскоп—камера с проективами и 
окулярами большого увеличения будут давать мешающее яркое пятно в центре изображения (рис. 8.4). Если 
при правильной установке освещения пятно сохраняется, то закройте диафрагму проектива или установите 
самодельную диафрагму так, чтобы отсечь периферический свет на выходе микроскопа. Обратите внимание, 
что при используемых здесь больших апертурах и увеличениях, установка освещения по Кёлеру должна быть 
сделана заново, если вы передвинули фокус больше, чем на несколько микрон. 

Поскольку дальше мы будем применять очень значительное усиление контраста, то следует как можно 
лучше установить освещение, в первую очередь точно отцентрировать лампу и установить коллекторную 
линзу. При больших увеличениях необходимо собрать как можно больше света. Некоторые исследователи 
используют для этой цели вместо установки света по Кёлеру так называемое «критическое» освещение, когда 
источник света фокусируется непосредственно на плоскость препарата [18]. Это противоречит обычной 
микроскопической практике, так как может привести к крайне неравномерному освещению вследствие того, 
что нить или дуга лампы будет накладываться на изображение препарата, и ее придется вычитать цифровым 
способом (вычитание фона). Критическое освещение может, однако, оказаться полезным в тех случаях, когда 
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свет делается исключительно гомогенным за счет рассеяния в световоде [2, 18, 20]. 

3. Чтобы использовать максимально возможную числовую апертуру для получения максимального 
разрешения, полностью откройте диафрагму конденсора и ирисовую диафрагму объектива (если она имеется). 
Предварительно примите меры по защите телекамеры на данном этапе от высокой интенсивности света. В 
результате открывания диафрагмы конденсора оптическое изображение ухудшается, поскольку оно становится 
слишком ярким и плоским для глаз. Такая установка света дает в результате очень маленькую глубину фокуса, 
особенно для дифференциального интерференционного контраста (оптический срез для объектива ХЮО 
составляет 0,3 мкм или даже меньше). Если требуется большая глубина фокуса (например, при просмотре 
разбавленной суспензии), то ее можно достичь, закрывая диафрагму конденсора, но желательно, чтобы ее 
отверстие перекрывало не менее 1/4 апертуры объектива. 

4. (Только для поляризационной техники). Установите поляризатор (AVEC-POL) или основную призму 
компенсатора (AVEC-DIC) на смещение задержки на 1/9 А, (прежде чем устанавливать их, прочтите разд. 2.1. 
чтобы разобраться, действительно ли вам нужна такая установка). Оптическое изображение, видимое в 
окуляры, исчезнет из-за интенсивного светорассеяния. Уменьшите освещенность, чтобы защитить телекамеру 
(но диафрагму не закрывайте). 

Если у вас имеются принадлежности для установки компенсатора Сенармона, рекомендуемой Алленом с 
соавт. [3, 4] (рис. 8.9, Б), то установите их под углом 20° к положению скрещивания. Начальная установка 
компенсатора Сенармона производится следующим образом. 

а) Уберите из хода лучей обе призмы Волластона и четвертьволновую пластинку. 
б) Установите поляризатор и анализатор на наибольшее поглощение. 
в) Введите четвертьволновую пластинку и установите ее на 0° (максимальное поглощение). 
г) Введите призму Волластона и установите ее на наилучшее симметричное поглощение (если возможно, 

проверьте симметричность распределения интенсивности света с помощью фазового телескопа). 
д) Возьмите вращающийся анализатор и, используя его в качестве компенсатора, установите, как считаете 

нужным (сдвиг на 1/9 длины волны соответствует повороту на 20°, сдвиг на 1/4 длины волны — повороту на 
45°). 

Если вы не имеете такой калиброванной системы, то во-первых, двигая юстируемую призму Волластона, 
определите расстояние между положениями поглощения (0°) и максимального пропускания (90°, или Я/2), 
затем оцените и выберите положение, соответствующее сдвигу на 1/9 волны или 20° (рис. 8.10). Многие 
микроскопы, снабженные DIC-системой для биологических исследований, не позволяют делать фазового 
сдвига на 90°, а некоторые даже и на 20°, так как для наблюдения глазами достаточно фазового сдвига на 
несколько градусов. Однако изготовители микроскопов выпускают подходящие детали в своих комплектах для 
микроскопии минералов. 

На этом этапе вам надо удостовериться, что в телекамеру попадает достаточно света для того, чтобы она 
работала на уровне, близком к насыщению. Некоторые фирмы для этой цели ставят красные и зеленые 
встроенные светодиоды. При правильном уровне освещенности вы увидите на экране монитора слегка 
модулированное изображение, в то время как совершенно плоское изображение или его полное отсутствие 
свидетельствуют о недостатке света. В последнем случае, глядя на экран, вновь настройте освещение, если это 
возможно. Если необходимо, то уберите все рассеивающие элементы или возьмите лампу большей яркости. 
Открывание поляризаторов на угол, больший чем 20°, не улучшит качества изображения. Если имеется 
избыточный свет, то уменьшите освещенность (используя лампы с регулируемой яркостью) или (при работе с 
дуговыми лампами) установите нейтральные серые либо другие светофильтры, можно также повернуть 
поляризаторы на несколько градусов ближе к положению скрещивания. 

При IVEC-микроскопии рассеянный свет недопустим, поэтому поляризаторы устанавливаются вблизи 
положения скрещивания, и используется специально просветленная оптика, за счет которой еще больше 
уменьшается количество рассеянного света. Для снижения яркости вам не потребуются светофильтры, а вот 
намного более яркая лампа для насыщения телекамеры будет, вероятно, нужна. Аналоговое усиление. Для 
получения хорошего контраста увеличьте усиление камеры. Затем подайте на мишень камеры напряжение 
смещения. Подавая напряжение, всегда останавливайтесь до того, как части изображения начнут пропадать, 
становясь слишком черными или слишком белыми. Повторите процедуру несколько раз, если это необходимо. 
Убедитесь в том, что монитор, на котором будут наблюдать за изменениями, не настроен на максимальный 
контраст или яркость и правильно установлен (разд. 5.1). Аналоговое усиление увеличивает контраст 
препарата, но, к сожалению, подчеркивает одновременно наличие частиц пыли, неравномерность освещения и 
несовершенства оптики. Эти артефакты, называемые «крапом», накладываются на изображение образца и в 
некоторых случаях полностью маскируют его (рис. 8.2 и 8.4). Дефекты изображения, вносимые фиксированным 
распределением пятен (крапом) или значительной неравномерностью освещения, можно удалить с помощью 
цифрового усиления (рис. 8.2). 

Если нет возможности произвести цифровое усиление, то при проведении аналогового усиления надо 
остановиться на той стадии, когда появляющийся крап или неравномерное освещение начинают ухудшать 
изображение. Если ваш блок управления телекамерой позволяет это сделать, то введите аналоговую 
корректировку тени и воспользуйтесь другими способами аналогового улучшения изображения (разд. 1.4.1 и 
рис. 8.6). Тщательная очистка внутренних оптических поверхностей микроскопа, в особенности поверхностей в 
проекционных системах, обращенных к телекамере (окуляр, объектив камеры), обычно позволяют получить 
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такие изображения, к которым может быть применено значительно большее аналоговое усиление контраста. 

Обнаружение пыли. Если изображение частиц или крапа вращается при вращении трубки телекамеры, то 
это означает, что частицы располагаются в оптическом пути перед камерой. Неподвижная пыль располагается 
на поверхности трубки телекамеры. Поверните окуляр или объектив камеры для того, чтобы обнаружить 
наличие на них пыли. Пыль следует удалить с помощью воздушного пистолета низкого давления или кисточки 
для протирки оптики. Если это не помогает, то воспользуйтесь бумагой для протирки линз или обезжиренной 
кисточкой с хлопковым кончиком (с деревянной, но не пластиковой палочкой), смоченной этанолом или 
эфиром. Обрабатывать поверхность надо от центра к периферии круговыми движениями, тщательно избегая 
надавливания. Пыль или крап, которые расфокусируются при расфокусировке препарата, относятся к 
последнему. 

6. Постарайтесь удалить препарат из поля зрения, переместив столик, или (при использовании 
дифференциального интерференционного контраста) сделайте его невидимым, расфокусировав микроскоп (при 
этом желательно вращать микровинт так, чтобы фокус перемещался в сторону покровного стекла). В результате 
получится изображение, которое содержит только дефекты вашей микроскопической системы (крап) (рис. 8.2, 
В и 8.4, Л). Однако при использовании такого метода, как фазовый контраст, эта процедура не даст 
удовлетворительных результатов. 

 

 

Рис. 8.10. Зависимость интенсивности 
(яркости изображения) и контраста 
(разд. 1.3.2) от запаздывания фазы при 
DIC-микроскопии фазовых объектов. 
Сдвиг фазы вносится и регулируется за 
счет бокового перемещения призмы 
Волластона или установки компенсатора 
Сенармона. За счет этого 
положительный или отрицательный 
градиент фазы на образцах 
превращается в контраст, создавая 
таким образом избыточное освещение 
(7Я) или тень (/ф) по сравнению с 
нейтральным серым фоном (7Т). Сдвиг 
фазы на дт/2 радиан соответствует Я,/4, 
то есть 1/4 длины волны. Можно 
показать, что теоретически наибольший 
контраст достигается при сдвиге, 
составляющем около л/2 (вертикальные 
стрелки). Из-за рассеянного света 
освещенность фона в изображении (/я) в 
данном положении сравнительно 
велика, и ее надо компенсировать 
напряжением смещения на трубке 
(воспроизводится по работе [4] с 
разрешения авторов). 

 
 
7. Вычитание фона (крапа). Сохраните («заморозьте») изображение фона, желательно усредненное по 

нескольким кадрам, и вычитайте его из всех последующих видеокадров. Вы получите абсолютно ясное и 
чистое изображение, которое, однако, может иметь слабый контраст. Если оказались «пропущенными» области, 
которые должны быть серыми и плоскими, то это значит, что исходное изображение было слишком 
контрастным, из-за чего нельзя было правильно произвести вычитание фона. Уменьшите усиление камеры, 
отрегулируйте напряжение смещения и повторите процедуру (рис. 8.2, Г, Д и 8.4, Г). 

8. Выполните процедуру цифрового усиления таким же образом, как указано на этапе 5. Это дает 
возможность выбирать между растягиванием выбранного диапазона уровней серого (установка «ширины») и 
сдвигом получаемого изображения вверх или вниз по шкале уровней серого (установка «уровня») до тех пор, 
пока не получится хороших результатов (рис. 8.2, Д). Если возможно, то выведите на экран монитора 
гистограмму уровней серого и выберите верхний и нижний пределы, которые будут соответствовать в 
изображении яркому белому и насыщенному черному цвету. Если изображение содержит шумы (точечные 
шумы), то надо перейти к следующему этапу (9). 

9. Воспользуйтесь усредняющей функцией в последовательном (обратная фильтрация) или прыгающем 
(усреднение от двух до четырех кадров) режиме. Это позволит наблюдать в препарате движение объектов, но 
очень быстрые движения и шум, возникающий из-за флуктуации в отдельных пикселах, будут усреднены и 
пропадут. Усреднение в течение более продолжительных промежутков времени отфильтрует все 
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нежелательные движения, например беспорядочное броуновское движение мелких частиц в суспензии. Таким 
образом, вы получите только изображение неподвижных частиц. 

Нужно отметить, что не все видеопроцессоры способны одновременно выполнять операции вычитания фона 
и последовательного усреднения кадров. Если ситуация именно такова, то следует иметь в виду, что, как 
правило, усреднение больше дает для улучшения изображения при работе VIM-методом, тогда как вычитание 
фона предпочтительнее при VEC-микроскопии, хотя в каждом конкретном случае это надо проверять 
экспериментально. Другой способ обойти данное препятствие — это хранить изображения с вычтенным фоном 
или усредненные изображения (плюс «пустое» изображение, которое в дальнейшем используется в качестве 
фонового) на магнитной ленте или диске, и затем последовательно проигрывать и пропускать их через 
процессор для дальнейшей обработки. 

10. Существует много способов пространственной фильтрации, которыми можно воспользоваться для 
снижения шума, контрастирования краев объекта или уменьшения теней. Они были описаны применительно к 
анализу одиночных изображений в гл. 7, но некоторые из видеопроцессоров позволяют проводить такую 
фильтрацию в реальном времени, давая возможность наблюдать процессы в живых объектах во время 
телевизионной съемки до записи изображения. 

2.4. Интерпретация изображений 
В отличие от электронно-микроскопических изображений, в которых действительно разрешаются 

субмикроскопические объекты (рис. 8.11, Л), размеры объектов, наблюдаемых с помощью AVEC-DIC-
микроскопии, не обязательно отражают их реальную величину. Изображения объектов, размеры которых 
(100—250 нм) находятся за пределом разрешения, в зависимости от оптики и длины волны используемого 
света, растягиваются за счет дифракции до размера, соответствующего пределу разрешения светового 
микроскопа. В случае двулучепреломляющих объектов, располагающихся под углами, очень близкими к 45° 
или 135°, их видимая толщина может в некоторой степени зависеть от взаимной ориентации объектов (рис. 
8.11, Б). Хотя по размеру изображения нельзя судить о том, относится оно к одному или к нескольким 
субмикроскопическим объектам, все же иногда это можно оценить, исходя из контраста изображения. Так, пара 
микротрубочек будет иметь ту же толщину, что и одиночная микротрубочка, но контраст изображения будет в 
два раза выше. Если большое число субмикроскопических объектов отделены друг от друга расстояниями 
менее 200 нм (например, пузырьки в синапсе), то они останутся невидимыми, но если расстояние между ними 
будет больше предела разрешения светового микроскопа, то их можно отчетливо различить. Помните также, 
что если применяется вычитание сфокусированного изображения или усреднение (рис. 8.5), то в обработанном 
изображении могут исчезнуть соответственно неподвижные или подвижные части препарата. 

 

 
 

Рис. 8.11. Схема, иллюстрирующая возможности визуализации объектов при различных методах 
микроскопии. А. Просвечивающая электронная микроскопия: все мембранные и цитоскелетные 
элементы в цитоплазме могут быть разрешены и представлены в изображении с истинными размерами. 
Однако просвечивающую электронную микроскопию в большинстве случаев невозможно применить к 
живым или обводненным препаратам. Б. AVEC-DIC-микроскопия позволяет визуализировать объекты, 
размеры которых меньше, чем предел разрешения светового микроскопа, но больше 10—20 нм. Однако 
эти объекты будут видны не в реальном масштабе; из-за дифракции их размер увеличится до предела 
разрешения. В. Для изображения, получаемого при дифференциальной интерференционной 
микроскопии, характерна отброшенная в одну сторону тень. Наименьшие видимые объекты имеют 
кажущийся размер порядка теоретического предела разрешения. Вез — аксоплазматические или 
синаптические пузырьки диаметром около 60 нм; МТ — митохондрия; НФ — нейрофиламенты; прямая 
линия соответствует микротрубочке (25 нм в диаметре); наибольшая везикулярная органелла имеет 
диаметр около 250 нм (воспроизводится по работе [9] с разрешения авторов). 
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2.5. Типичные применения и ограничения метода 

2.5.1. Светлопольная микроскопия 
I. Преимущества. При использовании низких концентраций красителей уменьшается вероятность их 

токсического действия. Низкий контраст, обусловленный малой концентрацией естественных хромофоров или 
специальных прижизненных (витальных) красителей, может быть значительно усилен. Контраст можно 
повысить, если проводить наблюдения при той длине волны, где поглощение максимально. Используя 
подходящие камеры с кварцевыми окнами, можно осуществлять микроскопию в УФ-свете и получать с ее 
помощью высокое разрешение и высококонтрастные изображения [21]. 

Важным инструментом исследования в иммуноцитохимии на электронно-микроскопическом уровне 
является коллоидное золото, особенно конъюгированное с антителами [22]. Частицы коллоидного золота 
диаметром до 10 нм могут также быть обнаружены и локализованы с точностью до 200 нм с помощью VEC-
микроскопии. Различные по размерам частицы коллоидного золота будут иметь в изображении одинаковый 
размер (0,1—0,2 мкм в зависимости от фокуса), но окажутся с разными уровнями серого, так что с помощью 
псевдоцветного преобразования изображения их можно будет разделить на классы по размерам. Таким 
образом, становится осуществимым двойное мечение различными по размерам частицами коллоидного золота 
(разд. 2.5.7). 

II. Проблемы, возникающие при усилении светлопольного изображения. Фазовые объекты, когда они 
находятся в фокусе, имеют минимальный контраст и создают противоположный контраст в положениях выше и 
ниже фокуса. Однако часто бывает очень трудно сохранить такое расфокусированное изображение 
(изображение крапа), в формирование которого не вносил бы никакого вклада препарат. Это обстоятельство 
ограничивает использование аналогового усиления в светлопольной микроскопии. 

2.5.2. Темнопольная микроскопия 
I. Преимущества. Темнопольные изображения имеют очень высокий контраст, и он может быть еще 

увеличен путем усиления видеосигнала телекамеры. Истинный рассеянный свет от близко расположенных или 
находящихся не в фокусе рассеивающих объектов может быть частично удален путем приложения напряжения 
смещения, что позволяет повысить контраст и улучшить условия наблюдения объектов, дающих слабое 
изображение по сравнению с крупными объектами. Следует отметить, что темнопольные изображения могут 
быть обработаны и с помощью микроскопии с видеоусилением. П. Недостатки. Препарат должен быть тонким 
и содержать «сравнительно мало светорассеивающих деталей. Наиболее неприятно, что светорассеивающие 
структуры, которые находятся вне фокуса, не дают истинного рассеянного света, поскольку рассеянный свет от 
них распределяется по изображению неравномерно. Поскольку при темнопольной микроскопии в проходящем 
свете числовая апертура объектива не должна быть больше, чем 1,1, то метод темного поля не является 
методом очень высокого разрешения. Тем не менее он позволяет обнаружить в тонких препаратах наличие 
структур с размерами порядка нанометров. При эпиосвещении, однако, данный метод позволяет работать с 
максимальной NA и с максимальным разрешением. 

2.5.3. Косое (анаксиальное) освещение 
Косое (анаксиальное) освещение осуществляется несколькими способами, основанными на том, что 

апертура конденсора освещается неравномерно с целью получения дифференциального (отбрасывающего тень) 
изображения. Такое освещение обычно достигается за счет удаления в большей или меньшей степени 
недифрагированных лучей. 

В оригинальном методе, который предложил Аббе, ирисовая диафрагма сдвигается к краю передней 
фокальной плоскости конденсора. В методе модуляции контраста по Хоффману [23] (Modulation Optics Inc.) 
недифрагированный свет частично удаляется трехзонной пластинкой, которая служит также для выделения 
высокоповторяющихся пространственных последовательностей. Дополнительный вращающийся поляризатор 
дает возможность изменять эксцентриситет прямого (недифрагированного) света. Очень хорошие результаты 
дает техника «одностороннего» освещения, разработанная Эллисом [24], в сочетании с видеомикроскопией. 
Можно также, используя вольфрамовую лампу и полусферическое зеркало, поместить зеркало так, чтобы 
освещалась только половина апертурной диафрагмы [19]. В случае микроскопии с видеоусилением контраста 
данные методы работают очень хорошо, поскольку их основной недостаток — низкую интенсивность 
изображений — можно преодолеть с помощью усиления. 

I. Преимущества. В направленно оттененных дифференциальных изображениях (которые напоминают 
изображения, получающиеся при дифференциальном интерференционном контрасте по Номарскому) можно 
видеть детали, создающие фазовый эффект. Наблюдению не мешает, как при DIC-микроскопии сильное 
двулучепреломление препарата. Так, например, аксоны позвоночных лучше исследовать при косом освещении 
с усилением, нежели с помощью дифференциального интерференционного контраста, поскольку сильно 
двулучепреломляющие слои миелина создают при DIC-микроскопии избыточный контраст. Для данного 
метода не требуется дорогостоящего оборудования — нужен только светлопольный микроскоп. Сообщалось, 
что данный метод в отличие от DIC-микроскопии позволяет получать удовлетворительные изображения 
глубоко расположенных слоев ткани [19]. В принципе косое освещение не уменьшает рабочей апертуры или 

 170 



 
разрешения до тех пор, пока освещается не менее половины диаметра входного зрачка системы. 

II. Недостатки. Микроскопия при косом освещении иногда менее чувствительна, чем DIC-микроскопия по 
Номарскому, и получающееся изображение может обладать некоторой анизотропией (относительно тестовых 
изображений [25]). Оптические срезы получаются более толстыми и менее четкими. 

2.5.4. Фазовый контраст 
Фазовый контраст является хорошим методом для наблюдения очень тонких препаратов и очень мелких 

фазовых объектов, в особенности живых клеток. Видеоусиление контраста при достаточном аналоговом 
усилении часто дает ценные результаты, особенно для тонких препаратов. 

Недостатки. При наблюдении в фазовом контрасте нельзя получить оптических сечений толстых 
препаратов, поскольку изображение в каждой плоскости имеет ложный контраст, создаваемый деталями, 
лежащими в других плоскостях препарата, а также из-за наличия гало вокруг деталей, дающих фазовый сдвиг. 
В результате усиления резко увеличивается неоднородность фона. Иногда неравномерный фон можно вычесть, 
взяв для этой цели изображение плоскости, находящейся примерно на 0,25 мкм выше или ниже интересующей 
вас, на участке, свободном от препарата. В большинстве случаев изображения крапа в расфокусированной 
части препарата не могут быть получены без того, чтобы в них частично не содержалось изображение 
расфокусированного препарата. Даже очень тщательной очистки проекционной оптики обычно недостаточно 
для удаления всего мешающего крапа. 

2.5.5. Поляризационная микроскопия 
Для визуального наблюдения большинства биологических объектов, которые дают небольшую задержку 

смещения луча, микроскоп, снабженный простыми поляризаторами, не подходит. Изображение заполняется 
рассеянным светом, возникающим из-за деполяризации света на поверхностях линз и двулучепреломления в 
одном или более оптических элементах. Последнее возникает из-за имеющихся в них внутренних напряжений 
(табл. 8.1). 

Для тонкого выявления или фотомикрографии двулучепреломляющих структур как правило лучше 
использовать поляризационный микроскоп с оптическим выпрямителем (Nikon), в котором удаляется не только 
рассеянный свет, возникающий из-за деполяризации на поверхностях линз, но также аномалии в 
дифракционной картине, которые могут приводить к ухудшению контраста и разрешения [26]. Оптический 
выпрямитель состоит из менисковой линзы с нулевой оптической силой и правильно ориентированной 
полуволновой пластинки [2, 16]. 

Используя поляризационную микроскопию с видеоусилением можно производить сравнительно тонкие 
наблюдения с помощью простого поляризационного микроскопа, даже если его объективы имеют небольшое 
внутреннее напряжение. В большинстве случаев светлопольный микроскоп можно превратить в эквивалент 
видеомикроскопа со сравнительно высоким светопоглощением, применив недорогие пленочные поляризаторы 
(например, пленку Polaroid HN 22 фирмы Polaroid Inc., которая поставляется в виде листов и может быть 
разрезана любым удобным способом). Аналогично тому, что говорилось об AVEC-DIC-микроскопии (разд. 2.1 
и рис. 8.10), при установке смещения запаздывания на величину 1/9 /„ (AVEC-POL-микроскопия) аномальная 
дифракция в виде клеверного листа, которая видна при скрещенных поляризаторах и нулевом сдвиге, 
заменяется на нормальную картину, в результате чего наблюдениям больше не мешает ухудшение разрешения 
или контраста. Кроме того, аномалии дифракции, возникающие вследствие слабого внутреннего 
двулучепреломления в оптических компонентах микроскопа, также пропадают [3, 4]. 

Применение в поляризационной микроскопии оптических элементов наивысшего качества и видеоусиления 
(AVEC-POL и IVEC-POL, разд. 2.1) позволяет наблюдать объекты с исключительно малым 
двулучепреломлением, например отдельные микротрубочки, жгутики бактерий и т. д. [2, 25]. 

2.5.6. Микроскопия с использованием дифференциального интерференционного контраста 
1. Преимущества. Данный метод в большинстве случаев лучше всего подходит для видеоусиления. 

Микроскопия по Номарскому дает сфокусированные, высококонтрастные изображения с направленным 
оттенением фазовых деталей, где направление тени противоположно для элементов, сдвигающих фазу вперед я 
назад [26]. При больших рабочих апертурах область контраста ограничивается очень небольшой глубиной поля 
зрения, так что данный метод уникален тем, что он позволяет получать высококонтрастные оптические срезы 
толщиной всего 200— 300 нм. С его помощью может быть получен также амплитудный контраст [26]. В 
сочетании с AVEC- или IVEC-методами DIC-микроскопия позволяет достичь настолько большой 
чувствительности, что при наилучшей настройке становятся видимыми фазовые объекты с размерами до 15 нм. 

Увеличение смещения запаздывания света (рис. 8.10) вызывает непропорциональное увеличение контраста, 
возникающее вследствие малого сдвига фазы, по сравнению с контрастом, обусловленным большим сдвигом 
фазы. Например, если малоконтрастные структуры, участвующие в цитоплазматическом транспорте, 
маскируются яркими органеллами, скажем крахмальными зернами, то контраст последних может быть 
уменьшен за счет использования более слабого источника света и приближения величины смещения 
запаздывания к 1/4А, (рис. 8.10). П. Недостатки. Единственным недостатком данного метода является, 
вероятно, то, что контраст некоторых объектов с сильным двулучепреломлением (например, 
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поперечнополосатых мышц или миелиновых нервных волокон), возникающий в результате отражения, может 
маскироваться контрастом, возникающим в результате собственно двулучепреломления. В этом случае может 
помочь косое освещение. Поскольку изображение контрастируется (оттеняется) в определенном направлении, 
препарат следует поместить на вращающийся столик и исследовать в нескольких положениях, чтобы не 
пропустить линейных структур, которые могут оказаться расположенными параллельно направлению сдвига 
(рис. 8.11). 

2.5.7. Отражательная контрастная микроскопия 
Интерференция света, отраженного от различных поверхностей при эпиосвещении препаратов, 

используется для визуализации зон прикрепления клеток к стеклу [27, 28]. Для того чтобы уменьшить 
нежелательный рассеянный свет, возникающий вследствие отражения от оптических элементов, Плоэм (Ploem) 
предложил использовать линзы с противобликовым покрытием, которые применяются при микроскопии в 
металлургии и имеют на передней поверхности объектива четвертьволновую пластинку. В сочетании с 
видеоусилением простая микроскопия в отраженном свете с эпиосвещением (то есть без использования 
поляризующих элементов или линз с противобликовым покрытием) может оказаться полезной в следующих 
целях: 

1) для улучшения наблюдения зон прикрепления клеток к стеклу (интерференция отраженного от 
поверхности света при больших апертурах освещения); 

2) для улучшения условий наблюдения интерференционных колец, оконтуривающих структуры, и 
определения по ним размеров прикрепленных клеток или топологии клеточной поверхности на плоском стекле 
(интерференция отраженного от поверхности света при малых апертурах освещения); 

3) для того, чтобы сделать видимыми в качестве ярких объектов коллоидное золото или другие металлы с 
размером частиц до 5 нм. Поляризация света при эпиосвещении еще больше улучшает видимость [29, 30]. 

Во всех этих случаях качество изображения может быть дополнительно улучшено за счет использования 
объективов с противобликовым покрытием вместе с четвертьволновой пластинкой (Zeiss) [27, 28]. 

2.5.8. Флуоресцентная микроскопия 
Флуоресцентные изображения обычно требуют усиления, особенно в тех случаях, когда освещенность 

поддерживается на низком уровне, чтобы уменьшить выцветание. Слабое флуоресцентное изображение, 
полученное с помощью высокоапертурных объективов, часто можно сделать более ярким за счет усиления 
видеосигнала в усиливающей телекамере. Рассеянный свет, возникающий вследствие аутофлуоресценции линз 
или заливочной среды, можно убрать подачей напряжения смещения. Однако свет, исходящий из 
флуоресцирующих структур, расположенных вне фокуса, не может быть удален так же, как рассеянный свет, 
поскольку он распределен неравномерно. Часто флуоресцирующие детали лучше видны, когда телевизионный 
сигнал обращается (негативное изображение). 

Флуоресцентные препараты обычно наблюдают с помощью видеоусиления (разд. 3), но это с 
неизбежностью приводит к уменьшению разрешения по сравнению с изображениями, получаемыми при том же 
увеличении с помощью VEC-микроскопии. Можно использовать большее оптическое увеличение, но 
получаемое разрешение теоретически останется тем же самым. В некоторых случаях, особенно при яркой 
флуоресценции, можно попробовать применить высокочувствительные камеры с высоким разрешением 
(Newvicon или Ultricon) в режиме постоянного усреднения (в течение одной или более секунд). Хорошее 
изображение можно также получить путем накопления сигнала в течение нескольких секунд. 

Поскольку при флуоресцентной микроскопии видны самосветящиеся предметы, то в формировании 
изображения значительную роль играют объекты, находящиеся вне фокуса. Однако, если цифровым способом 
удалить фон, глубину резкости можно ограничить величиной примерно 1 мкм [31]. Этот довольно сложный 
метод в настоящее время заменяется конфокальной микроскопией [32] (Bio Rad Lasersharp Ltd, Heidelberg 
Instruments GmbH, Tracor Northern и Zeiss). О конфокальных микроскопах уже упоминалось в гл. 6. 

2.5.9. Примеры применения в биологии и биохимии 
Для AVEC-микроскопии в дифференциальном интерференционном контрасте наиболее пригодны 

препараты, которые не содержат окрашенного материала, а также объектов, обладающих высоким контрастом. 
Наилучшими являются препараты объектов с исключительно низким контрастом или даже невидимые при 
обычной микроскопии. К ним относятся, например мицеллы, липосомы, структуры, окруженные одиночной 
или двойной мембраной, коллоидные растворы [33], активно транскрибирующиеся рибосомные гены [34], 
синаптические и другие мелкие цитоплазматические пузырьки [8, 9], искусственные латексные частицы 
диаметром 70 нм и меньше (неопубликованные наблюдения), а также элементы цитоскелета — микротрубочки 
[9, 25] и пучки актина [35, 36]. С помощью AVEC-DIC-микроскопии был открыт процесс скольжения 
микротрубочек и исследована его зависимость от АТФ, а также изучена кинетика АТФ-транслоказы. С его 
помощью оказалось возможным следить за событиями на молекулярном уровне, например, сборкой и 
разборкой микротрубочек [38]. Обзор тех возможностей, которые этот метод открывает для наблюдения на 
живых клетках, был опубликован Алленом [25]. 

Поляризационная AVEC-микроскопия позволяет также визуализировать объекты с очень слабым 
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двулучепреломлением, например отдельные микротрубочки [25]. В приложении к светлопольной или 
поляризационной микроскопии с эпиосвещением VEC-метод позволяет выявлять частицы коллоидного золота 
диаметром 5—20 нм, которые используются в иммуноцитохимических методиках при электронной 
микроскопии [29, 30]. Помимо наблюдений за перераспределением и поведением меченных золотом антигенов 
в живых клетках с помощью VEC-микроскопии можно проводить быстрый скрининг в световом микроскопе 
меченных золотом препаратов для электронной микроскопии, а также исследовать полутонкие, а иногда и 
ультратонкие неокрашенные электронно-микроскопические срезы залитого в пластик материала (рис. 8.2). 

Улучшение изображений движущихся объектов может быть достигнуто за счет применения цифровых 
процессоров. Процедура «отслеживания» состоит в том, что кадры добавляются в видеопамять через заранее 
выбранный интервал времени, в результате чего генерируются изображения, отражающие множество 
последовательных положений движущихся объектов. Прыгающее усреднение с интервалом в несколько секунд 
позволяет визуализировать процессы, слишком медленные для того, чтобы их можно было наблюдать другими 
способами, например рост клеток, движение хромосом, движение клеток. Непрерывное усреднение может 
использоваться для того, чтобы отфильтровывать движения, скорости которых больше, чем предварительно 
заданные. С помощью вычитания изображений, находящихся в фокусе, можно оставить в конечном 
изображении только движущиеся объекты, удалив неподвижные детали (рис. 8.5). Вычитание через 
определенные интервалы времени (разд. 1.3.3, IV) может быть использовано для фильтрации (выявления) 
только медленно движущихся объектов. Будут ли видны частицы с данной скоростью движения, зависит от 
того, какова продолжительность интервала времени, через который в качестве фонового изображения берегся 
следующее. Для того, чтобы выявить также и более медленно движущиеся объекты, нужны будут очень 
большие интервалы времени, за которые производится усреднение. 

 

3. Слабый свет: микроскопия с видеоусилением (VIM-метод) 

3.1. Введение 
Для данного метода требуются специальные чувствительные телекамеры или модули усилителей 

изображения, которые упоминались в разд. 1.4.2. После того как изображение прошло аналоговое усиление и 
было записано, к нему можно применить методы цифровой обработки, как в VEC-микроскопии (разд. 2.3). 
Первым и наиболее существенным результатом такой обработки является увеличение отношения сигнал/шум, 
происходящее в процессе улучшения изображения с помощью, например интегрирования, усреднения или 
цифровой фильтрации. Во-вторых, с помощью цифровой обработки удаляется шум* с фиксированным 
распределением, такой как крап, неравномерность освещения, фоновая флуоресценция или любые 
неоднородности, возникающие в камере или в процессе цифровой обработки (вычитания фона или крапа). В 
третьих, она может быть использована для цифровых манипуляций с контрастом. Четвертый и наименее 
существенный этап в VIM-методе — это оттенение или маскировка движения. Основная особенность этих 
операций в VIM-методе по сравнению с VEC-микроскопией состоит в том, что с помощью первого можно 
исследовать, как правило, только статические или малоподвижные препараты. Изображения таких препаратов 
требуют обработки, описанной в разд. 3.2.2, обработка же изображений подвижных препаратов (разд. 3.2.3) 
сходна с той, которая применяется при VEC-микроскопии. 

3.2. Процесс формирования изображения 

3.2.1. Условия, касающиеся микроскопа 
Для осуществления VIM-метода не требуется специальных или необычных приспособлений к микроскопу. 

Конечно, для этого надо иметь хорошие навыки работы с микроскопом, связанные с очисткой оптических 
поверхностей, тщательной установкой системы освещения и телекамеры в ходе лучей. Есть, однако, много 
практических вопросов, которые важны для получения наилучших результатов при использовании VIM-
метода. 

1. Если при наблюдении в видимой области спектра используется телекамера, обладающая повышенной 
чувствительностью в красной области (например, камера с многощелочным катодом), то нужно применить хотя 
бы один высококачественный инфракрасный отсекающий фильтр, который устанавливается на пути световых 
лучей в камере. Несмотря на то, что человеческий глаз и фотопленка нечувствительны к длинноволновой части 
спектра, все же при видеомикроскопии данный свет может значительно ухудшить качество изображения. Это 
относится и к тем случаям, когда в микроскоп вставлены хорошие фильтры для флуоресценции, так как 
последние печально известны своим пропусканием в области длин волн больше 700 нм. 

2. Изображение для камеры должно быть настолько парфокально, насколько это возможно, с изображением 
в окулярах. При работе с изображениями очень малой интенсивности бывает очень трудно четко сфокусировать 
на мониторе изображение живого объекта. 

3. Нужно оборудовать рабочее место в темной комнате или другим способом полностью защитить объектив 
от постороннего света. Этот свет легко регистрируется телекамерой с большим усилением, и качество 
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изображения соответственно страдает. Часто бывает необходимо закрывать даже окуляры микроскопа, 
например черной материей. 

4. Если для уменьшения фотообесцвечивания при флуоресценции необходимо низкоинтенсивное освещение 
или планируется проводить количественные измерения, то необходим источник света с регулируемой 
мощностью. Небольшие флуктуации напряжения в линии будут значительно усилены камерами с усилителями 
яркости, так что рекомендуется использовать стабилизированные источники питания. 

5. Полезно оборудовать микроскоп таким образом, чтобы можно было получить и сфокусировать хорошее 
оптическое изображение образца (светлопольное или полученное DIC-методом) до того, как свет низкой 
интенсивности будет направлен в телекамеру. Для уменьшения фотообесцвечивания при флуоресценции 
следует перед тем, как установить режим флуоресцентного наблюдения, просмотреть препарат в 
невозбуждающем свете. 

6. Поскольку может потребоваться сравнительно долго проводить усреднение или интегрирование, 
микроскоп должен быть установлен как можно более прочно, чтобы не было вибрации изображения. Кроме 
того, многие телекамеры, используемые для слабого света, имеют большой размер, поэтому их полезно 
дополнительно укрепить, а не просто вставить в гнездо для камеры на микроскопе. 

7. Следует позаботиться о том, чтобы предметные и покровные стекла, а также иммерсионные жидкости и т. 
д., с которыми предстоит работать, не обладали аутофлуоресценцией, или чтобы она была совсем 
незначительной. 

8. Микроскоп должен быть снабжен набором нейтральных светофильтров. Они могут использоваться как 
для уменьшения освещения препарата, так и для защиты телекамеры от избыточного света. 

3.2.2. Получение статических изображений 
1. Убедившись в том, что свет не направлен в телекамеру, сфокусируйте препарат, глядя в окуляры. 
2. Уменьшив до предела чувствительность камеры, направьте в нее свет. Если он оказывается слишком 

ярким, немедленно перекройте его. Прежде чем повторить процедуру, необходимо ввести в ход лучей 
нейтральные светофильтры. 

3. Направив свет в камеру и получив изображение на мониторе, сфокусируйте препарат, если это 
необходимо, и увеличивайте чувствительность камеры до тех пор, пока для части изображения не начнется 
насыщение. После этого слегка уменьшите чувствительность, чтобы предотвратить перенасыщение 
изображения. Эта процедура позволяет быть уверенным в том, что используется полная амплитуда 
видеосигнала (1 V между пиками), и получать наилучшее отношение сигнал/шум. Другой способ состоит в том, 
чтобы увеличивать количество света, а не чувствительность камеры. К сожалению, это невозможно в двух 
случаях: когда яркость света ограничена или когда необходимо поддерживать низкую освещенность, чтобы 
уменьшить фотообесцвечивание, фототоксический эффект, фототропный эффект и т. д. 

4. Настройте монитор для оптимального качества картинки. 
5. Если камера снабжена усилителем и системой напряжения смещения, то отрегулируйте их для получения 

наилучшего качества изображения по всему полю или наилучшего изображения интересующей вас части 
препарата (этап 5 в разд. 2.3). 

6. Проинтегрируйте изображение достаточного числа кадров. В зависимости от качества «сырого» или 
аналоговым образом обработанного изображения вам понадобится от 2 до 512 кадров. Выбранное число 
зависит от ваших требований к качеству получаемого изображения в соответствии с каким-либо выбранным 
критерием, например отношением сигнал/шум. Поскольку это отношение пропорционально квадратному 
корню из числа кадров, то достаточное уменьшение его может быть получено при интегрировании 128—256 
кадров. Следует отметить, что максимальное число интегрируемых кадров может быть ограничено 
максимальным числом уровней серого в цифровой памяти изображений. Системы для слабых изображений 
должны быть снабжены памятью глубиной по крайней мере 12, а лучше 16 бит, чтобы они позволяли проводить 
значительную интеграцию. 

7. Установите и поддерживайте фоновое изображение. Фоновое изображение можно получить двумя 
способами. Лучше всего найти подходящую фоновую область непосредственно около объекта. Она будет 
содержать все компоненты изображения, которые в идеале следует удалить. Такими компонентами являются: 
крап от камеры, неравномерное освещение, оптические дефекты, аутофлуоресценция в системе и любой шум в 
системе цифрового усиления. Если такую область найти не удается, то надо применить другой способ — 
перекрыть свет, попадающий в камеру, и использовать в качестве фона «темновое» изображение. Последнее 
позволит откорректировать все дефекты, связанные с телекамерой (рис. 8.12). 
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Рис. 8.12. Временной анализ изменений 
интенсивности в заданном участке 
изображения. Препарат — человеческий 
фибробласт, нагруженный кальций-
зависимым флуорохромом FURA-2. 
FURA-2 используется для определения 
изменений в концентрации Са2+ во 
времени методом деления изображений 
(разд. 3.3 и [41]). Препарат освещается 
светом с длиной волны 340 или 360 нм, 
и получающаяся флуоресценция 
пропускается через фильтр 500± ±10 нм, 
после чего два изображения делятся 
друг на друга. Получающееся 
изображение содержит информацию о 
концентрации Са2+, заключенную в 
интенсивности. Значения отношений от 
0—3,00, которые покрывают диапазон 
биологических концентраций Са2+ 
(примерно от 0,05 до 5 мкм), 
переназначаются в градации уровня 
серого 0—256 (по оси ординат). 

Таким образом, изменение яркости изображения означает увеличение концентрации свободного Са2+. 
Средняя интенсивность в кадре в центре клетки измерялась и наносилась на график как функция времени 
(абсцисса — 8 с). В данном примере были обработаны 100 кадров, взятых с частотой 12,5 Гц и при 
пониженном разрешении (128x128 пикселов). Микроскоп Polyvar, Reichert/Cam-bridge Instruments с 
кварцевым коллектором, 200-ваттной ртутной лампой и масляно-иммерсионным объективом X100 
planfluorite, процессор ARGUS 100 Hamamatsu, размер кадра 62 мкм. 
 
Следует избегать использования в качестве фонового расфокусированное изображение препарата. За 

редкими исключениями (например, при DIC-микроскопии) при расфокусировании не удаляется вся связанная с 
образцом информация, и вы рискуете ошибочно вычесть из изображения нужные детали. 

8. Теперь, когда вы все установили как следует (чувствительность камеры, освещение и т. д.), запишите 
изображение фона в память отдельно от изображения препарата и вычтите его аналоговым способом из 
хранящегося в памяти изображения препарата (до этапа 7 в разд. 2.3). Затем продолжите работу в соответствии 
с этапами 8—10 из разд. 2.3, чтобы менять контраст изображения до получения наилучшей картинки. 

3.2.3. Получение изображений подвижных объектов 
5. Как в разд. 3.2.2. 
6. Получите изображение фона, как описано в разд. 3.2.2., этап 7. Лучше, чтобы это фоновое изображение 

было проинтегрировано или усреднено в течение такого же промежутка времени, какой будет использован для 
постоянного усреднения на следующем этапе. Это изображение следует поместить в память, где оно может 
вычитаться из каждого кадра, как при VEC-микроскопии. 

7. Вернитесь к изображению препарата и начните вычитание фона в реальном времени, как описано в разд. 
2.3, этап 7. Если фон велик, то процесс его вычитания может привести к уменьшению интенсивности 
изображения. Если это происходит, то для восстановления интенсивности или яркости добавьте цифровым 
способом сигнал, аналогичный напряжению смещения. 

8. Примените процедуру постоянного или экспоненциально модулированного усреднения к изображению с 
вычтенным фоном, как указано в разд. 2.3, этап 9. Этот вид усреднения приводит к такому же увеличению 
отношения сигнал/шум (отношение равно (2/n—1), где n — число кадров), как и то, которое происходит в 
результате интегрирования, использующегося для статичных картин (разд. 3.2.2, этап 6), но имеет то 
преимущество, что может быть применен к изображениям динамичных препаратов. Кроме того, в отличие от 
интегрирования изображения, усреднение его не приводит к насыщению или переполнению видеопамяти. 

9. Измените контраст изображения цифровым способом, как указано в разд. 2.3, этапы 8 и 10. 

3.3. Типичные приложения 

3.3.1. Цитохимия с использованием флуоресцентных аналогов 
Цитохимический метод с использованием флуоресцентных аналогов состоит в том, что интересующие 

исследователя молекулы или органеллы выделяются, связываются с флуоресцентной меткой и вводятся 
обратно в живые клетки [40]. В идеале изображения, создаваемые этими аналогами, должны соответствовать 
распределению нативных молекул или органелл и характеризовать изменения их распределения во времени. С 
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помощью данного метода была изучена полярность и скорость включения аналогов тубулина и актина в 
клеточные структуры in vivo, а также были описаны изменения распределения в цитоплазме различных 
молекул. 

3.3.2. Картирование отношений 
Картирование отношений — это мощный метод для определения пространственной и временной динамики 

ионов, молекул и органелл в живых клетках (разд. 4 и рис. 8.12). По отношению двух изображений или их 
частному можно определять приведенные значения оптического пути и исследуемого объема и таким образом 
проводить количественные измерения внутриклеточных параметров. Флуоресцентная микроскопия с 
относительными изображениями была с успехом применена для изучения динамики внутриклеточной 
концентрации Са2+ и рН [41—43]. Эти исследования стали возможными благодаря использованию 
флуоресцентных зондов, которые обладают дифференциальной чувствительностью длины волны возбуждения 
к кальцию (FURA-2) или рН (BCECF). Относительное изображение, рассчитанное по двум изображениям, 
полученным при разных длинах волн, превращается в изображение, демонстрирующее концентрацию внутри 
клеток свободных ионов Са2+ или ионов Н+ (рН). При этом используются калибровочные кривые, полученные 
для растворов данных веществ в буферах. 

3.3.3. Восстановление флуоресценции после фотообесцвечивания (FRAP-метод) 
Исследования латеральной подвижности и диффузии сквозь мембраны получили значительный импульс в 

результате применения видеоусилительной микроскопии. В этом методе участок цитоплазмы или мембраны, 
содержащий флуоресцентный зонд, обесцвечивается с помощью лазера или другого мощного источника света. 
На основе данных о скорости и характере восстановления флуоресценции в обесцвеченном районе определяют 
роль изотропной диффузии, анизотропной диффузии и направленного потока молекул в латеральном переносе, 
происходящем в живых клетках [44, 45]. Данный метод получил название пространственной фотометрии с 
временным разрешением (TRSP, от англ, time-resolved spatial photometry). 

3.3.4. Визуализация молекул 
С помощью VIM-метода был изучен ряд макромолекул, включая ДНК и актин, которые для этого 

ковалентно метили флуоресцирующими группами [46, 47]. Визуализация одиночных молекул ДНК в растворе 
позволила исследовать изменения конформации молекулы. Была изучена также структура хроматина в 
изолированных ядрах и интактных клетках. Подобным же образом исследовали конформацию одиночных 
актиновых филаментов и их движение по иммобилизованному миозину [47]. 

3.3.5. Видеомикроспектрофлуориметрия при освещении низкой интенсивности 
Преимущество телекамер с усилением перед фотоумножителями состоит в том, что камеры дают 

полноценное изображение, а следовательно, позволяют проводить спектральный анализ с пространственным 
разрешением [48]. Данная техника открывает большие возможности при работе in vivo, поскольку многие из 
флуорохромов, применяемых для наблюдения за физиологическими изменениями в живых клетках, 
демонстрируют изменения квантового выхода, ширины спектра (возбуждения и флуоресценции) и 
спектральных характеристик. 

3.3.6. Люминесценция 
Появившиеся недавно в продаже телекамеры, способные работать в режиме определения отдельных 

квантов, открыли возможность для исследования чрезвычайно слабых излучений, характерных для некоторых 
люминесцентных соединений. Так по люминесценции экворина были визуализированы изменения в 
распределении кальция при оплодотворении [49]. Другим, действительно замечательным приложением VIM-
метода оказалась прямая визуализация экспрессии генов в живых клетках. Для этой цели использовался lux-
оперон, служивший «сообщающим» геном. Этот ген, кодирующий фермент люциферазу, мог быть встроен в 
клетку таким образом, что его транскрипция контролировалась промотором исследуемого гена. Соответственно 
активация промотора приводила к эмиссии света [50, 51]. 

3.3.7. Нейробиология 
В нейробиологии применение VIM-метода открыло неожиданные экспериментальные возможности. Он 

позволяет, например, подобрав нетоксичные и неметаболизируемые красители, проследить во времени за 
нервными клетками млекопитающих и стабильностью их связей в живых объектах. Используя 
соответствующие красители, можно окрашивать нервно-мышечные окончания так, чтобы окраска сохранялась 
в течение нескольких месяцев, и затем, проделав небольшую операцию, повторно исследовать иннервацию 
поверхностных мышц [52]. Потенциал-зависимые флуоресцентные красители могут быть использованы при 
малых увеличениях микроскопа для наблюдения за электрической активностью мозга позвоночных, позволяя 
получить лучшее пространственное разрешение, чем при электроэнцефалографии [53]. С помощью больших 
увеличений можно на срезах ткани и отдельных клетках получить информацию о мембранных потенциалах 
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[54]. 

Подробная информация о спектральных свойствах и возможном использовании всех упомянутых выше 
красителей, а также о соответствующих исследованиях суммировано в обзоре [55]. Красители могут быть 
получены от таких компаний, как Eastman-Kodak, Sigma Chemicals, и в особенности от фирмы Molecular Probes 
Inc. (Eugene, шт. Орегон, США), которая специализируется на выпуске флуорохромов. 

 

4. Количественный анализ в живых клетках с помощью видеотехники 
До появления видеотехники извлечение количественных данных из полученных в микроскопе изображений 

было достаточно утомительным занятием. Оцифровка изображения и обработка его в цифровой форме с 
помощью видеопроцессора позволяют сравнительно легко определять множество различных количественных 
параметров (разд. 4, гл. 7). Преимущество видеомикроскопии состоит еще и в том, что изображения уже имеют 
видеоформат и находятся на магнитной ленте или лазерном диске, поэтому их можно анализировать с 
помощью аналоговых устройств (разд. 1.4.6), например для определения интенсивности вдоль выбранной 
линии (рис. 8.4) или для измерения расстояний. Однако аналоговые приборы значительно менее удобны, чем 
цифровые видеоанализаторы. 

Большинство цифровых процессоров для видеомикроскопии снабжены препроцессорами для обработки 
видеосигнала в реальном времени, которые дают на выходе аналоговый видеосигнал, предназначенный для 
монитора или видеомагнитофона. Если вы хотите освоить некоторые из огромного множества методов 
цифрового анализа изображений, то как правило для этого требуется специальное оборудование, описанное в 
гл. 7. При этом аналоговый видеосигнал необходимо будет использовать непосредственно в качестве входного 
сигнала. Лишь некоторые наиболее дорогостоящие компьютеры способны проводить обработку изображения в 
реальном времени (разд. 1.4.3, 1.4.4 и 1.4.7) и выполнять большинство необходимых для этого операций с 
помощью своего собственного процессора. Третий путь — это использование прямой связи компьютера (DMA, 
от англ, direct memory access — память прямого доступа) с памятью процессора реального времени и каким-
либо дополнительным цифровым анализатором изображения. 

В качестве первого уровня анализа достаточно выбрать и проанализировать один кадр (гл. 7). Поскольку, 
однако, видеомикроскопия дает новые возможности для исследования живых объектов, мы хотим иметь 
возможность анализировать изменения в последовательности видеоизображений. В зависимости от сложности 
алгоритмов, необходимых для выявления интересующих вас деталей изображения, оказывается возможным или 
невозможным наблюдать происходящие изменения в реальном времени, т. е. при скорости 25 или 30 кадров в 
секунду. Если это невозможно, то изображения живых объектов отбираются с микроскопа или с 
видеомагнитофона так, чтобы анализатор изображения обрабатывал только каждый второй, четвертый, пятый и 
т.д. кадр, выделяя из него детали и сохраняя информацию для дальнейшего представления в виде функции или 
графика (рис. 8.12). 

4.1. Пространственные измерения 
Из изображения можно извлечь такие параметры, как величина, длина, площадь, периметр, координаты 

центра для одного или более объектов, которые могут быть выделены благодаря своему индивидуальному 
уровню серого. Это достигается путем задания верхнего и нижнего критических уровней (бинаризация 
изображения) — действия, которое может выполняться автоматически и в реальном времени несколькими 
процессорами. При этом кроме обычных измерений можно производить анализ движения, например роста 
объекта (ядра, клетки, микротрубочки) или движения индивидуальных органелл внутри клетки или вдоль 
свободных (выделенных) микротрубочек [8, 9, 29, 30, 36—39]. 

В нашей лаборатории проводится определение координат концов микротрубочек для измерения скорости 
сборки/разборки субъединиц микротрубочек и исследования подвижности органелл. Для этого разработана 
следующая методика. 

1. Запишите картины, получающиеся в результате обработки последовательных изображений при AVEC-
DIC-микроскопии процессором реального времени, на видеомагнитофон (в памяти компьютера можно хранить 
лишь ограниченное количество кадров, так как 512x512x8 бит изображения занимают 1/4 мегабайта памяти). 

2. Проиграйте последовательность кадров назад через X-Y-трекер (С-1055, фирма Hamamatsu Photonics К- 
К-). Он позволяет выделить яркий объект, устанавливая (порог серого с помощью выбранной пользователем 
маленькой рамки, которая может двигаться подобно курсору по экрану монитора. 

3. Рамка автоматически занимает свое место в центре частицы. Выведите ее координаты через 
последовательный или параллельный интерфейс на персональный компьютер. Это может быть сделано в 
реальном времени или медленнее, как вам удобно. 

4. Дальнейший анализ положения частицы во времени производится с помощью персонального компьютера 
с использованием специального программного обеспечения для анализа подвижности [38, 39]. 

5. Составьте график зависимости координат по осям х и у для того, чтобы проследить за движением объекта. 
6. Составьте график зависимости положения от времени для того, чтобы получить функцию скорости. На 

графике могут быть также представлены в виде функции положения или времени процессы ускорения и 
изменения направления движения. 

 177 



 
7. Проведите анализ движений с помощью стандартных методов временного анализа, таких как 

автокорреляция и быстрые преобразования Фурье для колебательных процессов или перекрестный 
корреляционный анализ для выявления подобия в характере движения различных органелл. 

8. Если объект трудно выделить за счет контраста, но глаз его различает, то следует провести 
интерактивный анализ одиночных кадров. Для этой цели воспользуйтесь видеомагнитофоном со «стоп-
кадром»; с каждого последующего, либо с пятого или десятого кадра выделите, перемещая вручную (курсор, 
координаты частицы, например конца микротрубочки [38]. 

Одновременный анализ множества движущихся объектов, таких как органеллы, подвижные 
микроорганизмы или сперматозоиды, можно проводить с помощью специального оборудования для анализа 
подвижности (например, фирмы Motion Analysis Inc. или Mitec GmbH). 

4.2. Измерения по интенсивности 
Интенсивность каждого элемента картинки представлена Б виде числа; в случае изображений, 

оцифрованных с точностью до 8 бит, это одно из чисел от 0 до 256. В изображении, получаемом с помощью 
микроскопа, интенсивность отражает, в зависимости от используемой техники, поглощение, запаздывание 
фазы, интенсивность флуоресценции или двулучепреломление. Если мы уверены, что только один из 
вышеперечисленных факторов участвует в формировании изображения, то можно количественно определить 
его в различных элементах изображения. Это легко сделать для поглощения, применяя монохроматический 
свет в светлопольной микроскопии, и для флуоресценции, используя специфические флуорохромы. Определить 
отдельный вклад в изображение других параметров значительно труднее. 

Следует пояснить, что в фотометрах, работающих с кюветами или встроенных в микроскопы, для измерения 
интенсивности света с высокой точностью используются установленные перед фиксированной щелью или 
диафрагмой фотоумножители, которые дают ошибку порядка нескольких тысячных (оптической единицы). С 
другой стороны, измерение интенсивности на телевизионном изображении хотя и дает максимальное 
разрешение лишь в 256 уровней серого, но имеет то преимущество, что информация получается с 
пространственным разрешением 512x512 пикселов. Интенсивность, получаемая в видеоизображении,— это 
результирующая многих стадий, и она не обязательно будет изменяться линейно и соответствовать закону 
Ламберта — Бэра. Поэтому, если нужно получить абсолютные величины, необходимо откалибровать прибор, 
используя стандартный препарат. Последнее требование, а также сравнительно низкое разрешение по 
интенсивности являются двумя большими недостатками данного метода. 

Можно исследовать распределение поглощающих и флуоресцирующих составляющих в биологических 
образцах в пространстве или во времени. Существуют системы, позволяющие считывать интенсивность одного 
пиксела, а также интенсивность вдоль линии (рис. 8.4) или внутри заданной рамки (рис. 8.12). При 
исследовании пространственного распределения такие измерения дают информацию о диффузии и транспорте 
веществ, которые были поглощены клеткой либо инъецированы в нее. Если осветить препарат или его часть, то 
данный метод можно использовать для измерения фотообесцвечивания или восстановления флуоресценции 
после обесцвечивания (FRAP-метод) при исследованиях флуоресцирующих компонентов [44, 45]. 

Большинство измерений позволяют только оценить количество данного вещества на пути световых лучей, 
но в некоторых случаях можно измерить и концентрации. Это делается в случае, если два изображения делятся 
друг на друга и представляется их частное [41—43], с помощью которого определяют концентрации Са2+ (рис. 
8.12) или Н+ (рН) [41, 43] в живых клетках. 

Данные методы, которые применяются для биохимического анализа с помощью микроскопа, т.е. для 
определения количества и концентрации специфических молекул вплоть до ферментов, находятся сейчас в 
стадии быстрого развития. Для выявления отдельных органелл, клеток, ферментов и мембран выпускаются 
сотни флуоресцентных маркеров, которые могут быть использованы в живых клетках для обнаружения и 
анализа тех или иных свойств [55] (они производятся, например, фирмой Molecular Probes Inc.). Описание 
различных способов применения данных маркеров не входит в задачи настоящей главы (см. ссылки в разд. 3.3 
и 8.3). 

 

5. Документация и представление видеомикроскопических данных 
Только профессиональное использование видеотехнологии позволяет сделать видеомикроскопию полезным 

лабораторным методом. Цель настоящего раздела — познакомить начинающего исследователя с основными 
сведениями, относящимися к данной технологии, которая может оказаться новой для многих биологических 
лабораторий. Поскольку изображения, получаемые с помощью видеомикроскопии, нельзя непосредственно 
наблюдать и фотографировать через микроскоп, то следует научиться тому, как правильно записывать их, а 
затем — как получать копии с видеомонитора в виде фотографий, рисунков или пленок. 

5.1. Видеозапись и редактирование 
Видеомагнитофоны незаменимы для хранения изображений, получаемых с помощью видеомикроскопии. В 

них удобно хранить информацию, поскольку они просты в обращении и дают возможность производить на 
одну ленту запись продолжительностью до 6 ч. Записи могут быть немедленно проиграны и исследованы без 

 178 



 
обработки (в отличие от видеофильмов). 

Прежде чем приобретать видеооборудование, следует разобраться в существующих стандартах, форматах и 
взвесить все преимущества и недостатки каждой конкретной системы. 

5.1.1. Стандарты видеотехники 
В мире имеется несколько телевизионных стандартов цветного изображения. Во многих европейских 

странах, Австралии и многих африканских странах используется западногерманский стандарт PAL (от англ, 
phase alternation line); во Франции, некоторых африканских и большинстве восточноевропейских стран 
используется французская система SEKAM (от франц. Sequentielle a Memoire). Система NTSC (от англ. National 
Television System Committee), разработанная в США, является стандартной для Северной Америки, многих 
стран Центральной и Южной Америки, а также Японии. Полный список телевизионных систем для всех стран 
можно получить в магазинах по продаже видеотехники. 

Американский стандарт отличается от европейского в основном скоростью развертки. В NTSC на экран 
выводится 30 кадров в секунду, каждый кадр состоит из 525 линий горизонтальной развертки. Поскольку 
каждый кадр разделен на два перекрывающихся полукадра, то частота 30 кадров в секунду означает 60 полей в 
секунду. Таким образом, скорость в системе NTSC обозначается как 525/60. Оба европейских стандарта имеют 
скорость 625/50, то есть 25 кадров в секунду при 625 линиях сканирования. 

Эти различия в развертке означают, что невозможно скопировать запись, сделанную в системе PAL, на 
оборудовании, предназначенном для системы NTSC, и наоборот. Для трансляции записей с PAL/SEKAM на 
NTSC и наоборот требуется специальное оборудование, которое доступно только для больших коммерческих 
видеостудий или телецентров. Такая трансляция может быть сделана с минимальной потерей качества, на за 
очень высокую плату. Впрочем, в настоящее время разрабатывается микросхема для конверсии NTSC/PAL, и 
скоро она может стать доступной для потребителей. 

Термины PAL, SEKAM и NTSC характеризуют только цветовые стандарты. Однако они полностью 
совместимы с соответствующими черно-белыми стандартами, а именно PAL и SEKAM—с CCIR (частота 50 
Гц) и NTSC — с EIA (60 Гц). Рекомендуется приобретать оборудование для цветного изображения (мониторы и 
магнитофоны), так как оно позволяет записывать черно-белый сигнал и псевдоцветное изображение (разд. 1.7), 
которое становится все более популярным в видеомикроскопии. 

Необходимо, чтобы все части видеооборудования были совместимы друг с другом. Это означает, что все 
разъемы должны иметь один и тот же телевизионный стандарт. Не следует подсоединять американскую NTSC-
видеокамеру к европейскому видеомагнитофону системы PAL. Большинство видеомагнитофонов совместимы 
только с одной из телевизионных систем, тогда как большинство мониторов принимают сигналы на частотах 50 
и 60 Гц. Однако некоторые профессиональные видеомагнитофоны могут использовать все три стандарта, 
например магнитофоны Sony VO-5630 или JVC 158 MS, работающие на пленке шириной 3/4 дюйма. Такое 
универсальное оборудование необходимо вам для того, чтобы обмениваться пленками с коллегами на других 
континентах. 

5.1.2. Форматы видеопленок 
В научно-исследовательских лабораториях, как правило, используются видеопленки двух форматов. Они 

имеют ширину 1/2 дюйма (1/2") или 3/4 дюйма (3/4"). Оба типа пленок поставляются в кассетах, но пленка 1/2" 
иногда используется на катушках. 

I. Формат 1/2 дюйма. Этот формат представляет собой хорошо известный видеостандарт для домашнего 
пользования. Кассеты для формата VHS не совместимы с кассетами для формата Beta. Ожидается, что формат 
VHS станет общемировым стандартом для пленок 1/2". Преимуществами формата 1/2" являются низкие цены 
на магнитофоны и пленки. Однако эта пленка тоньше и уже, чем пленка 3/4", что ведет к большему числу 
пробоев на ней (маленькие белые вспышки) и появлению шумовых искажений при повторных проигрываниях 
по сравнению c пленкой в 3/4 дюйма. 

Большинство высококачественных видеомагнитофонов дают возможность монтировать видеоряд. Это 
означает, что вы можете легко добавлять картины без того, чтобы они накладывались друг на друга (разд. 
5.1.8,111). Некоторые видеомагнитофоны высокого класса (например, фирмы JVC) позволяют редактировать 
даже в режиме вставки. 

Недавно США и Япония выпустили в продажу улучшенные видеомагнитофоны бытового стандарта, 
называемые Super-VHS (S-VHS). В системе Super-VHS используются кассеты того же формата, что и в 
стандартной системе VHS, но первая имеет большее разрешение (400—430 линий по вертикали). Другим ее 
преимуществом является то, что качество при копировании сравнимо с качеством, получаемым на пленке 3/4". 
Новые магнитофоны совместимы со стандартными VHS, но не наоборот. Тем не менее, заказывая новое 
оборудование в стандарте VHS, следует проверить его работу. 

II. Формат 3/4 дюйма. Видеомагнитофоны формата 3/4" (кассеты U-типа) широко распространены в 
научных лабораториях и среди других полупрофессиональных пользователей. Стоимость магнитофонов и 
кассет формата 3/4" примерно в 5 раз выше, чем стоимость оборудования для формата 1/2". Их ценность 
заключается в более высоком качестве записи на пленку, изготовленную из более прочного и толстого 
материала. Это существенно в тех случаях, когда необходимо часто пользоваться стоп-кадром или поиском 
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нужного кадра, поскольку процедура поиска на видеомагнитофоне сильно повреждает пленку. Кроме того, 
копии, получаемые с одной пленки 3/4" на другой, имеют практически такое же качество, как оригинал. 
Больший формат позволяет получить разрешение по вертикали в 340 линий вместо 250—300 линий на формате 
1/2" (черно-белое изображение). 

Видеомагнитофоны для формата 3/4" выпускаются в двух вариантах — «низкоскоростные» и 
«высокоскоростные». Более дорогие высокоскоростные магнитофоны позволяют благодаря большей скорости 
протяжки пленки получить более высокое разрешение и более четкое изображение '(особенно в цвете). Черно-
белые пленки взаимозаменяемы для двух типов магнитофонов, тогда как цветные записи, выполненные на 
высокоскоростных магнитофонах, могут проигрываться только на них. 

Формат 3/4" представляет собой удачный компромисс между бытовым видеоформатом 1/2" и полностью 
профессиональным форматом в 1" или 2", которые используются в телецентрах. Последние типы пленок 
требуют очень дорогостоящих и массивных видеопроигрывателей и обычно — специального обслуживающего 
персонала. 

Если ваши видеомагнитофоны имеют один и тот же стандарт (например, NTSC), то проблем в копировании 
с одного формата на другой не возникает. Следует помнить однако, что при копировании с 3/4" на 1/2" вы 
потеряете в качестве, а при копировании с 1/2" на 3/4" не получите большего разрешения. 

5.1.3. Качество видеопленок 
Магнитные пленки для видеозаписи выпускаются различного качества. Для видеомикроскопии, где при 

записи требуются высокая плотность и низкий шум, пригодны только пленки высокого качества. Кроме того, 
существуют специальные пленки для работы в режиме стоп-кадра, который часто используется в 
видеомикроскопии. Они имеют меньше дефектов и делаются из очень прочного материала. Кассеты такого 
типа с пленкой 3/4 дюйма маркируются «КСА» или KCS» — ленты высшего качества — с дополнительной 
надписью «Телевизионное качество». Эти профессиональные пленки рекомендуются специально для записей в 
цвете. Кроме того, пленки высокого качества более устойчивы к истиранию, и при работе с ними лучше 
сохраняются головки магнитофонов. 

Максимальное время записи на кассету типа VHS (1/2") составляет 6 часов, но лучше использовать кассеты 
со временем записи 1—2 часа. Выпускаются кассеты U-типа (3/4"), рассчитанные на время записи 20, 30 или 60 
минут. 

5.1.4. Видеомагнитофоны 
Используемые в видеомикроскопии видеомагнитофоны должны обладать некоторыми специальными 

свойствами. Так, например, в тех случаях, когда необходимо получать фотографии с монитора, может 
потребоваться хороший стоп-кадр. Для этой цели большинство видеомагнитофонов имеют кнопку «пауза». 
Выводимый на экран кадр должен быть контрастным и стабильным, без дрожания и мерцания. Для того чтобы 
проводить покадровый просмотр, необходим плавный переход от одного кадра к другому. Некоторые 
видеомагнитофоны имеют систему прямого и обратного поиска, позволяющую перемещать пленку вперед и 
назад от одной сцены к другой без долгой процедуры остановки, перемотки и повторного запуска 
проигрывания. 

Для того чтобы иметь возможность вставить в видеофильм комментарии без стирания записи, вам 
потребуется магнитофон с системой быстрой звукозаписи (AUDIO DUB). Большинство таких магнитофонов 
имеют два звуковых канала, которые могут проигрываться независимо или синхронно. Полезно также иметь 
контроль времени записи/проигрывания пленки, особенно в тех случаях, когда видеомагнитофон находится не 
под руками. Блок управления может быть подсоединен к магнитофону проводами или управляться с помощью 
инфракрасного излучателя. 

5.1.5. Видеомагнитофоны с цейтраферной записью 
Многие биологические объекты, например медленно движущиеся частицы или клетки в процессе деления, 

требуют замедленной записи. Видимыми такие движения могут становиться только при ускоренном 
воспроизведении. Цейтраферный магнитофон может использоваться параллельно с обычным, что дает 
возможность сравнивать последовательность событий в реальном времени и при ускорении. Записанные ранее 
в реальном времени процессы также могут быть ускорены с помощью цейтраферного магнитофона. Однако при 
этом надо следить за совпадением синхроимпульсов (разд. 5.1.8,11). 

Существует несколько типов цейтраферных видеомагнитофонов, но все они являются, строго говоря, 
«долгозапишвающими». Они спроектированы так, чтобы вести запись в течение 400 к более часов на 
стандартную 3-часовую пленку. При нормальном проигрывании записи большинство из этих 
видеомагнитофонов дают значительную интерференцию и шумовые полосы. Как правило, удовлетворительное 
качество изображения дают только системы, имеющие ускорение при проигрывании в 8 раз или меньше. 
Вместе с тем со всех типов цейтраферных видеомагнитофонов можно получать чистые стоп-кадры. 

Прежде чем приобретать цейтраферный видеомагнитофон, следует проверить все доступные для вас типы, 
поскольку каждый имеет свои преимущества и недостатки. Большинство цейтраферных видеомагнитофонов 
разработано для формата 1/2", например те, которые выпускаются фирмами Sony, GYYR, Panasonic и Hitachi. В 
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настоящее время только фирма JVC выпускает цейтраферный магнитофон для пленки шириной 3/4". Цей-
траферные видеомагнитофоны действительно высокого качества выпускаются только для форматов 1" или 2". 

Для цейтраферных видеомагнитофонов используются стандартные кассеты 1/2" и 3/4", но сделанные на них 
записи не могут проигрываться с нормальной скоростью на обычных магнитофонах того же формата. Во время 
цейтраферной записи пленка медленно движется мимо головок, вращающихся с нормальной скоростью, 
которые, таким образом, царапают пленку. По этой причине для записи следует пользоваться только новыми 
пленками наивысшего качества (разд-5.1.3). Если возможно, необходимо копировать цейтраферные записи на 
обычных магнитофонах с форматом 1/2" или 3/4" для того, чтобы защитить их от дальнейших нагрузок. 

Иногда вместо цейтраферных видеомагнитофонов используются мультипликационные блоки управления 
(например, EOS АС 508 производства EOS Electronics AV Ltd, юли IT-2 производства AVT GmbH). Для 
редактирования эти блоки црисоединяются к видеомагнитофону (например, Sony VO-5850). Они позволяют 
записывать один или несколько кадров с интервалом 10—999 с. При проигрывании в реальном времени такие 
записи дают по крайней мере 100-кратное ускорение, но изображение в них свободно от искажений. 
Мультипликационные блоки хорошо подходят для документирования очень медленных процессов, таких как 
рост клеток, их движение, или деление [56]. 

5.1.6. Запись при видеомикроскопии 
Перед началом работы необходимо убедиться, что все разъемы и переключатели находятся в правильных 

положениях. Один из возможных вариантов соединения системы для видеомикроскопии показан на рис, 8.13. 
Видеомагнитофон должен получать сигнал непосредственно от видеопроцессора, а не «из вторых рук» через 
монитор. Поэтому видеосигнал должен сначала проходить через видеомагнитофон, а затем подаваться на 
монитор. Таким образом получается электронная система соединения. Для некоторых магнитофонов 
электронная система соединения может быть достигнута только при включенной на магнитофоне кнопке 
«запись». 

Если монитор является конечным получателем видеосигнала,, то его следует «заглушить». Это означает, что 
75-омный переключатель на задней панели монитора должен быть поставлен в положение «75 Ом включено». 
На мониторах, работающих в режиме электронной системы соединения, переключатель должен стоять в 
положении «HI-Z». Аналогичным образом это должно быть выставлено для всех остальных компонентов 
видеосистемы. Если на выходе нет переключателя 75 Ом/HI-Z, то выходной разъем должен быть замкнут 
разъемом, содержащим сопротивление 75 Ом. 

При обработке изображения его яркость и контраст изменяются с помощью электронного оборудования. 
Поэтому очень важно установить яркость и контрастность монитора в стандартное положение и оставить их 
такими на все время работы. Такая установка даст картины одинакового уровня яркости, которые легко 
сопоставлять при дальнейшей обработке и редактировании. 

Большинство видеопроцессоров вносит в кадр время и размерную шкалу. Для того чтобы получить 
правильное увеличение, особенно при фотографировании с монитора (разд. 5.2), запишите на видеомагнитофон 
шкалу объект-микрометра дважды — в горизонтальном и вертикальном положениях. Данная запись 
используется для калибровки шкалы или линейки, которую выводит компьютер (рис. 8.4), либо для установки 
горизонтальных и вертикальных размеров на мониторе (разд. 5.2.2). 

Иногда на записанном изображении вы можете заметить пятна, которые не были видны в процессе записи. 
Поэтому полезно время от времени записывать также фоновое (расфокусированное) изображение, 
соответствующее основному видеоряду. В таком случае вы сможете в дальнейшем удалить искажения с 
помощью дополнительной обработки изображения. 

Чересчур высокий уровень видеосигнала дает на экране «снег» и большое количество шумов при 
проигрывании на видеомагнитофоне. Для того чтобы избежать этого, следует проверять величину сигнала (на 
выходе анализатора изображения или видеомагнитофона) с помощью осциллографа. На смешанном сигнале 
разность между пиками не должна превышать (по стандартам) 1,0 В (на само изображение приходится 0,7 В и 
0,3 В — на синхроимпульс). Больший чем 1,0 В уровень видеосигнала вызывает искажения в светлых частях 
изображения. Поэтому уровень записи следует проверять, проигрывая ее. Если окажется, что видеосигнал 
слишком велик, следует вызвать представителя сервисной службы, чтобы он уменьшил величину выходного 
сигнала настолько, чтобы сигнал не мог превышать 1,0 В. 

Уровень видеозаписи контролируется автоматически, а уровень записи звука на некоторых 
видеомагнитофонах можно регулировать вручную. Большинство видеомагнитофонов снабжены устройством, 
ограничивающим звук, которое сводит к минимуму его искажения при максимальной громкости. 

Ори работе на микроскопе очень полезно записывать комментарии к тому, что вы делаете, например 
отмечать такие вещи, как смену объектива, положение фокальной плоскости в препарате (на рис. 8.13 указан 
используемый для этой цели микрофон). Если видеомагнитофон имеет два раздельных звуковых канала и 
систему ускоренной перезаписи звука, то для комментариев следует использовать второй канал, так как после 
записи дополнительные комментарии могут быть записаны только на первый канал. 

Пленки с записью могут быть защищены от нечаянного стирания. Для этого на кассетах U-типа следует 
удалить красную кнопку на нижней части, а на кассетах стандарта 1/2" —отломить сзади пластиковый кончик. 
Если впоследствии вы захоти те снова произвести запись на эти пленки, то установите на место кнопку или 
заклейте липкой лентой проломленное окошко Непреднамеренное использование защищенных от стирания 
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пленок весьма вероятно в тех случаях, когда видеомагнитофон был остановлен при включенном режиме 
«Запись». 

Полезно перечислить некоторые наиболее часто встречающиеся ошибки, которых следует избегать при 
работе. 

 

 

Рис. 8.13. Схема возможной 
связи элементов для 
видеомикроскопии. 
Необходим по крайней мере 
один черно-белый монитор. 
Желательны цветной 
монитор и цейтраферный 
видеомагнитофон. 

 

 
1. Человека, просматривающего видеозапись или пытающегося ее сфотографировать, раздражает, когда она 

слишком коротка. 
2. Некоторые люди при записи стараются улучшить фокусировку микроскопа или повернуть препарат, 

желая получить лучший ракурс. Эти ошибки становятся особенно заметными при использовании 
видеомагнитофона. Проводя запись, следует помнить, что данные ошибки нельзя исправить в дальнейшем, и 
потому выбранный план съемки надо держать в памяти заранее. Так например, записи, которые будут 
использоваться для анализа движений или других преобразований, должны иметь продолжительность не менее 
5 мин. без изменения фокуса или перемещения препарата. 

5.1.7. Запись изображения в ложных цветах, или псевдоцветах 
Изображение, получающееся в камере и вводимое в видеопроцессор, обычно бывает монохромным (черно-

белым). Многие видеопроцессоры позволяют выводить вместо различных уровней серого различные цвета. Это 
используется для усиления контраста за счет добавления цветов или просто для получения более красивых 
картин. Все участки, имеющие один уровень серого, оказываются при этом окрашенными в один цвет. Все 
создаваемые на экране цвета представляют собой смесь трех основных цветов (красного, зеленого и синего), 
которые расходятся по своим цветовым каналам. Такой красно-зелено-синий сигнал (RGB-сигнал, от англ, red, 
green, blue) может быть выведен с высоким качеством, но только на мониторах, имеющих вход для цветного 
видеосигнала. 

Для записи цветного изображения необходим видеосигнал в одном из стандартов — PAL, SEKAM или 
NTSC. Некоторые видеопроцессоры имеют только аналоговый выход для цветного сигнала. Тогда эти четыре 
или пять сигналов (для каждого из основных цветов, смешанный синхросигнал или синхросигналы по 
вертикали и по горизонтали) должны быть закодированы в стандартный составной цветной видеосигнал. Для 
этой цели требуется цветокодирующее устройство (перекодировщик) для одного из трех стандартов (PAL, 
SEKAM или NTSC). Перекодировщик устанавливается между аналоговым выходом видеопроцессора и 
видеовходом магнитофона. Перекодировщик, однако, требует очень четкого и правильного синхросигнала, 
который можно получить только с телекамеры. Не составляет большого труда добавить сигнал цветности к 
оригинальным картинам, полученным с помощью микроскопа и обрабатываемым на видеопроцессоре прямо от 
телекамеры, а затем записать эти картины после перекодировки аналогового RGB-сигнала. 

Для того, чтобы сделать цветными записи, произведенные ранее, видеомагнитофон в качестве входного 
устройства для видеопроцессора может давать недостаточно правильный синхросигнал. В этом случае следует 
воспользоваться корректором базы времени, который подключается либо к своему разъему (разъем ТВС) (если 
таковой имеется на видеомагнитофоне), либо к перекодировщику. Применение корректора часто оказывается 
полезным, поскольку он всегда обеспечивает наилучшее качество картинки при проигрывании с целью 
копирования, редактирования, смешения двух сигналов или дополнительной обработки. 

5.1.8. Копирование и редактирование видеозаписей 
Сделанные в лаборатории записи часто не пригодны для показа в аудитории. Поэтому демонстрационную 
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пленку с удобной последовательностью кадров и продолжительностью записей нужно смонтировать. 

I. Подготовка к редактированию. Для копирования видеофильмов необходимы два видеомагнитофона, 
работающих в одном и том же стандарте (PAL, SEKAM или NTSC). Формат (3/4" или 1/2") значения не имеет, 
если не считать того, что при копировании с 3/4" на 1/2" может произойти потеря 'качества (раздел 5.1.2). 
Возможно даже копирование с цейтраферного видеомагнитофона с переменной скоростью записи на 
стандартный видеомагнитофон. Другим примером получения специального эффекта служит запись стоп-кадра 
с одного видеомагнитофона на другой. 

Прежде чем начинать редактирование, полезно создать сценарий, в котором будут последовательно 
размещены все заголовки и видеопланы. Для титров следует оставлять около 5 секунд, если титры длинные, 
время показа должно быть достаточным для их медленного чтения. Видеопланы должны занимать не менее 20 
секунд, поскольку аудитории необходимо определенное время, чтобы усвоить новую картину. В то же время, 
лишь отдельные сцены могут иметь продолжительность более 1 мин, а наиболее важные сцены можно 
повторять. 

Если видеопроцессор не позволяет наносить надписи на изображение, то титры могут быть добавлены с 
помощью коммерческого видеомагнитофона для получения надписей или с помощью подходящего 
персонального компьютера. Вы можете также записать титры со слайдов с помощью телекамеры, как описано в 
разд. 5.3. 

II. Получение правильного видеосигнала. Для копирования записи необходимо добиться наилучшего 
качества видеосигнала. С этой целью можно воспользоваться либо тем же видеомагнитофоном, на котором 
была сделана запись, либо другим, достаточно хорошо ее воспроизводящим. Следует учитывать, что 
магнитофоны даже одного стандарта не обязательно полностью совместимы друг с другом. Это может быть 
вызвано, помимо всего прочего, различиями в механике (например, в системе протяжки пленки) или в системе 
подавления радиопомех в отдельных блоках видеомагнитофона. Если вы можете выбирать из нескольких 
видеомагнитофонов, то следует остановиться на такой паре, в которой один видеомагнитофон обеспечивает 
наилучшее качество записи, а второй — наилучшее качество воспроизведения (проигрывания), и использовать 
эти видеомагнитофоны вместе. 

В последующем изложении видеомагнитофон с оригинальной записью, служащей источником, именуется 
видеомагнитофоном I, а видеомагнитофон с пленкой, на которую переносится отредактированный фильм, 
именуется видеомагнитофоном II. Видео- и звуковой выходы видеомагнитофона I соединяются кабелем с 
соответствующими входами на видеомагнитофоне II. Монитор подключается к видео- и звуковому выходам 
видеомагнитофона II, изображение с которого выводится на экран. С некоторыми видеомагнитофонами такое 
электронное соединение (разд. 5.1.6) возможно только в том случае, когда на видеомагнитофоне II нажата 
кнопка «Запись». Если монитор позволяет выводить на экран синхросигнал, то можно контролировать и 
улучшать синхроимпульс, поступающий с видеомагнитофона I. В режиме вывода синхроимпульса такой 
монитор выводит на экран четыре угла картинки и чистый участок кадра, который в норме скрыт (рис. 8.14). 

На рис. 8.14, А и Б показан правильный видеосигнал, идущий с телевизионной камеры, и сигнал с 
видеомагнитофона с нарушением вертикальной развертки. Часто дефекты сигнала можно исправить, слегка 
поворачивая ручку регулятора фазирования ленты или передвигая рычаг наклона головок. Первая контролирует 
натяжение ленты, а второй сводит к минимуму различия в дорожках между разными видеомагнитофонами. 
Даже большие нарушения (мерцание) кадров в верхней части экрана при цейтраферной съемке (рис. 8.14, В и 
Г) могут быть уменьшены регулятором фазирования ленты. С его помощью можно также улучшить на уровне 
воспроизведения качество оригинальной записи в тех случаях, когда входной сигнал был больше 1,0 В (ср. 
разд. 5.1.6). В норме (особенно во время записи) ручка фазирования ленты должна находиться в фиксированном 
положении. 

Для того чтобы исправить сигнал с видеомагнитофона I, применяется корректор базы времени (разд. 5.1.6). 
Пропустить сигнал через корректор базы времена полезно не только при копировании, но также в тех случаях, 
когда вы добавляете в кадр сигналы времени (с независимого генератора времени или с видеопроцессора), 
масштабную линейку или еще какую-либо информацию поверх (видеосигнала с видеомагнитофона. 

 

 

Рис. 8.14. А. Правильный крестообразный 
синхроимпульс, получаемый с телекамеры. 
Благодаря более низкому, чем в остальной части 
кадра, напряжению синхроимпульсы имеют вид 
темных полосок. На мониторе горизонтальный 
синхроимпульс имеет вид вертикальной полосы, а 
вертикальный синхроимпульс — вид 
горизонтальной полосы. Б. Крестообразный 
синхроимпульс в видеосигнале, получаемом с 
видеомагнитофона. В вертикальном 
синхроимпульсе видны нарушения. В и Г. 
Фотография снятой цейтраферным способом 
сцены и соответствующий ей синхроимпульс. 
«Дрожание» в верхней части кадра вызвано 
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размазыванием синхросигнала. 

 
III. Редактирование видеозаписей. Прежде чем копировать, установите пленку с записью на начало 

выбранного сюжета так, чтобы на новой пленке можно было быстро добавлять один сюжет к другому. Кассета 
с оригинальной записью должна быть защищена от случайного стирания (разд. 5.1.6). 

Для того чтобы на пленке, куда будет производиться копирование, получить более приятные черные кадры 
вместо кадров с полосками (шумом), ее следует сделать сначала полностью «черной», прокрутив на 
видеомагнитофоне с включенным режимом записи. 

Многие видеомагнитофоны (стандартов 1/2" и 3/4") позволяют делать плавный переход между различными 
сюжетами. Метод создания такого перехода изложен в табл. 8.2. 

Иногда для того чтобы перейти к съемке следующего сюжета, вам необходимо несколько минут. Второй 
видеомагнитофон не следует держать все это время в режиме «Пауза». Некоторые из видеомагнитофонов 
автоматически выключаются при слишком длинной паузе (свыше нескольких минут). Однако речь идет о 
неавтоматических видеомагнитофонах. Выключение видеомагнитофона предохраняет его головки и пленку от 
истирания. Для того чтобы в такой ситуации плавно вставить следующий сюжет, обратитесь к табл. 8.3. Как 
следует из табл. 8.3, кадры, занимающие последние несколько секунд в предыдущем сюжете, будут при 
монтаже удалены, но добавляемый сюжет встроиться плавно, без обрыва кадров на стыке. 

 
Таблица 8.2. Порядок редактирования видеопленки для получения плавного перехода между 
сценами (1-й способ) 
 
Видеомагнитофон I (исходная пленка) 
Установите нужную сцену или титры и начните проигрывание (режим ИГРА) примерно за 5 с до нее. 
Смените кассету или прокрутите пленку к новому сюжету. Установите ее примерно за 5 с до начала 
сцены 
Видеомагнитофон II (редактируемая пленка) 
Перемотайте пленку к началу Прокрутите пленку в режиме проигрывания около 5 с Нажмите кнопку 
ПАУЗА, затем одновременно кнопки ИГРА и ЗАПИСЬ, не отпуская кнопку ПАУЗА 
В начале записываемой сцены отпустите кнопку ПАУЗА, нажмите ее вновь, когда необходимо 
прекратить запись 
В конце: Нажмите кнопку СТОП и перемотайте пленку для проверки 

 
 

Таблица 8.3. Порядок редактирования видеопленки для получения плавного перехода между 
сценами (2-й способ) 
 
Видеомагнитофон I (исходная пленка) 
Установите начало новой сцены 
Начните проигрывание (ИГРА) за 5 с до начала требуемой сцены 
Видеомагнитофон II (редактируемая пленка) 
Проверьте последнюю сцену на пленке. За несколько секунд до ее окончания нажмите кнопку ПАУЗА,. 
затем одновременно кнопки ЗАПИСЬ и ИГРА, не отпуская кнопку ПАУЗА 
В начале появления сцены, которую требуется записать, отпустите кнопку ПАУЗА 

 
При использовании описанных выше приемов редактирования можно добиться очень хороших стыковок 

последовательных сюжетов. 
К сожалению, невозможно вставлять или заменять куски внутри уже снятого видеосюжета (так называемое 

редактирование в режиме вставки) без того, чтобы на стыках не появлялись кадры с искажениями изображения. 
Это происходит из-за того, что в видеомагнитофоне головки записи и считывания находятся на расстоянии друг 
от друга. Однако, на некоторых видеомагнитофонах высокого класса (стандарта VHS) редактирование в 
режиме вставки проводится столь же просто, как обычная запись. 

Вполне профессиональное редактирование в режиме объединения и вставки с совершенно незаметными 
переходами между сюжетами может быть выполнено с помощью систем автоматического контроля 
редактирования и двух редакторских видеомагнитофонов. Это можно сделать в центрах звуко- и видеозаписи, 
которые есть во многих университетах или на коммерческих видеостудиях. Эти студии можно арендовать за 
вполне приемлемую плату на период времени от нескольких часов до нескольких дней. В них обычно есть 
несколько видеомагнитофонов, корректоры базы времени, генераторы титров (видеопечатающие устройства), 
видеокамеры и другое профессиональное оборудование. 

5.2. Фотографирование с экрана монитора 
Для получения иллюстраций к научной статье или книге нужно постараться сделать с монитора хорошие 

фотографии, поскольку фотографии низкого качества могут свести на нет все предыдущие усилия по 
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улучшению качества изображения. Фотографии наиболее пригодны для создания архива всех записанных 
изображений. Для дальнейшего использования изображений может быть достаточно того качества, которое 
обеспечивается воспроизведением с помощью видеопринтера, но для публикации изображений фотографии до 
сих пор незаменимы. 

Видеопринтеры (например, Sony, Mitsubishi, Javelin) присоединяются к видеовыходу видеомагнитофона. 
Видеосигнал проходит через принтер, подключенный в режиме электронного соединения, и поступает на 
монитор. Когда вы нажимаете кнопку «печать», текущее изображение запоминается и распечатывается на 
черно-белой термобумаге в течение нескольких секунд. Качество печати определяется разрешением принтера, 
количеством уровней серого (16—64) и качеством используемой бумаги. Достоинством таких видеопринтеров 
является то, что они позволяют в любой момент получить рисунок, кроме того, бумага для принтеров стоит 
недорого. Качество воспроизведения изображения с помощью последних моделей видеопринтеров получается 
почти таким же, как при фотографировании, и они могут работать даже в цветном режиме. 

Фирмы — изготовители микроскопов начали выпуск специальных блоков, предназначенных для 
видеомикроскопии. Фирма Zeiss выпускает систему аналогового усиления контраста, в которую входит 
встроенный видеопринтер и блок для фотографирования с автоматической камерой, присоединенной к 
высокоразрешающему монитору (рис. 8.6). 

 

5.2.1. Оборудование 
Если вы не можете приобрести систему для автоматического «фотографирования, то воспользуйтесь 35-

миллиметровой зеркальной камерой с одним объективом. Нет никакого смысла использовать камеру большего 
формата, поскольку лимитирующим фактором разрешения, которое получается на изображении, является 
монитор, а не материал или формат пленки. 

Фотокамера должна быть снабжена объективом (по возможности закрывающимся) с фокусным расстоянием 
50 мм либо объективом для макросъемок с фокусным расстоянием 50 мм. Для камер формата 6X6 см лучше 
всего использовать объективы с фокусным расстоянием от 80 до 100 мм. Автоматическая экспозиция не всегда 
бывает удобна, так что лучше иметь камеру, которая позволяет устанавливать экспозицию вручную. 

Для получения черно-белых фотографий нужна негативная пленка умеренной чувствительности типа 
Agfapan 100, Kodak Plus-X или liford FP4. Такие пленки легко обрабатывать в темной комнате, и для получения 
специальных эффектов можно изменять их чувствительность и контраст. Негативы могут использоваться не 
только для печатания фотографий, но также для копирования на высококонтрастный материал (например, 
Agfaortho 25) для получения слайдов. Благодаря своему контрасту низкочувствительные пленки (например, 
Agfapan 25, Ilford Pan F) пригодны для обратимого проявления с помощью коммерческого набора 
(выпускаемого, например, Tetenal GmbH), что позволяет делать слайды без негативов. 

Для получения цветных слайдов и отпечатков в фотокамеру следует вставлять только обратимую 
(слайдовую) пленку. Это объясняется тем, что коммерческие лаборатории берут большую дополнительную 
плату за то, чтобы правильно отпечатать с негативной пленки в большинстве своем очень ненатуральные цвета, 
получающиеся на псевдоцветных картинах. При использовании обратимой пленки вы можете указать, чтобы 
цвета на отпечатке соответствовали таковым на слайде. Наилучшими для этих целей являются обратимые 
пленки (все — профессиональных типов) Fujichrome 50, Ektachrome 65, или Agfachrome 50. 

Для фотографирования рекомендуется использовать монитор высокого разрешения с маленьким экраном 
(21 см или менее по диагонали). Для удаления линий развертки, которые очень мешают, особенно на больших 
фотоотпечатках, перед объективом фотокамеры можно установить сетку Рончи [1]. Сетка Рончи (которую 
можно приобрести у компаний, выпускающих вспомогательное оптическое оборудование, например у Rolyn 
Optics Company) представляет собой стеклянную пластинку с тонкими параллельными линиями, проведенными 
через определенный интервал. Оптимальный интервал подбирается, исходя из угла, под которым виден 
монитор из фотокамеры. Использование простой техники оптической фильтрации позволяет, слегка размывая 
изображение по вертикали, удалить линии сканирования без потери деталей изображения (рис. 8.15, Б и В). 
Вместо того, чтобы помещать сетку Рончи перед объективом фотокамеры, ее можно смонтировать перед 
объективом увеличителя. Простейшим, но не лучшим способом удаления линий развертки является слабая 
дефокусировка объектива увеличителя. Другим методом, которым можно воспользоваться в фотокомнате, 
является сдвиг фотобумаги после половинной экспозиции на половину расстояния между линиями развертки 
[57]. 

На рис. 8.15 представлены примеры хороших фотографий, полученных с цветного монитора высокого 
разрешения без использования сетки Рончи. Поскольку цветные мониторы имеют меньший контраст, чем 
черно-белые, то для получения хороших отпечатков может потребоваться дополнительное усиление контраста 
изображения. 
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Рис. 8.15. Фотографирование с 
монитора. Препарат — митохондрии в 
клетке MDCK; микроскоп Polyvar, 
Reichert/Cambridge Instruments; 
объектив Planapo X ЮО/1,32. А. 
Максимальное разрешение цветного 
монитора. Б. Hopj мальный черно-
белый монитор, использована сетка 
Рончи. В. Нормальный черно-белый 
монитор, без сетки Рончи. Г. 
Фотография, сделанная с экспозицией 
1/30 с. Рамкой выделен участок, 
показанный на Л, Б и В. 

 

 

5.2.2. Специфические проблемы фотографирования с монитора 
Прежде чем фотографировать, затемните комнату или установите черный кожух между экраном и 

фотокамерой, чтобы повысить контраст изображения и удалить блики с экрана. Затем слегка влажной тряпкой 
протрите экран, который из-за статического электричества постоянно покрыт слоем мелкой пыли. 

Монитор необходимо настроить оптимальным образом, для чего его нужно установить в цепи соединения 
последним (разд. 5.1.6). Контраст и яркость устанавливайте так, чтобы они подходили для глаз, и лучше, если 
изображение не будет слишком контрастным. Помните, что фотопленка не воспринимает столь большой 
диапазон яркости, как ваши глаза. С помощью тестовой таблицы, содержащей окружности и другие 
геометрические фигуры, установите правильные размеры развертки по вертикали и горизонтали. Такая 
коррекция может быть легко выполнена с помощью двух потенциометров, располагающихся на передней или 
задней панели монитора. ВНИМАНИЕ: если для установки пушки снята задняя крышка монитора, то работа 
должна выполняться только специально обученным персоналом. 

Установите камеру на треногу строго перпендикулярно экрану. При этом объектив камеры должен 
располагаться на уровне центра экрана. В видоискателе может быть виден весь монитор, окруженный темной 
каймой, либо только часть экрана. До прикрепления сетки Рончи сфокусируйте объектив; если необходимо — 
установите насадочную линзу. Сетку Рончи надо расположить как можно ближе к объективу. Не забудьте 
сориентировать ее так, чтобы линии сетки были параллельны линиям развертки (это можно сделать с помощью 
уровня), иначе может появиться муаровый рисунок. Если собирать всю конструкцию приходится часто, то для 
установки монитора и фотокамеры сделайте деревянную подставку. Чтобы уменьшить вибрацию камеры, 
пользуйтесь тросиком. Система автоматической перемотки кадра позволит вам переводить пленку без 
нарушения установки всей конструкции. 

Проверьте экспозицию с помощью встроенного в камеру экспонометра (системы TTL), либо отдельным 
экспонометром. Постарайтесь фотографировать с экспозицией 1/8 секунды или больше. Меньшие экспозиции 
(даже 1/15 секунды) приведут к неравномерному освещению кадра из-за недостаточной скорости развертки 
кадра (рис. 8.15, Г). Диафрагма должна быть установлена вручную или автоматически (автоматическая 
установка диафрагмы по выбранной экспозиции) на красную точку (f-точка). Если экран монитора выпуклый, 
то надо удостовериться, что положение диафрагмы в f-точке обеспечивает достаточную глубину резкости. При 
использовании автоматического контроля установки затвора помните, что время экспозиции должно быть не 
меньше 1/8 секунды. Таким образом, для фотографирования с монитора программируемая автоматическая 
система фотосъемки оказывается непригодной. 

Многие из недавно выпущенных фотокамер снабжены сверхскоростной фотоячейкой, на которую оказывает 
влияние невидимый для человеческого глаза свет, идущий от одной строки развертки. При такой конструкции 
автоматическое измерение экспозиции дает значительный разброс значений, и полученные кадры будут 
слишком светлыми или слишком темными. Исключениями являются камеры Olympus OM-2 и ОМ-4, в которых 
экспозиция не фиксируется непосредственно в момент открывания затвора, а измеряется непрерывно в течение 
всей экспозиции (вне пленки). Камера RICOH XR-X имеет специальный телевизионный режим, позволяющий 
производить съемку с экрана в полностью автоматическом режиме. Заслуживают также внимания камеры с 
очень быстрым вертикальным затвором типа Nikon F3, в описании к которым говорится, что они позволяют 
легко получать картинки с телеэкрана при экспозиции 1/15 с. 

Нами были получены хорошие результаты при установке величины компенсации от —1/2 до —2/3 (f-точка), 
когда использовалась черно-белая негативная пленка. Обратимые пленки (черно-белые и цветные) следует 
экспонировать без компенсации (предполагается, что вокруг экрана нет темной каймы и что установлен 
нормальный уровень яркости монитора). 

При фотографировании движущегося изображения с экспозицией в 1/8 с фотокамера работает в качестве 
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усреднителя, интегрируя изображение примерно от четырех кадров. Это уменьшает шум, но может быть 
совершенно неприемлемо при съемке быстро движущихся объектов. В таких случаях лучше фотографировать 
стоп-кадры. Нажатие кнопки «Пауза» приводит к остановке на экране только одного поля, которое содержит 
половину линий развертки. В результате вы имеете изображение с отчетливо видимыми линиями развертки. 
Поэтому-лучше хранить (замораживать) в видеопроцессоре целый кадр (два поля). Тогда имеются и 
дополнительные возможности улучшения изображения, например за счет контроля усиления и напряжения 
смещения на телекамере. Во всех случаях фотография со стоп-кадра содержит больше точечного шума и 
получается менее четкой, чем фотография с движущейся пленки. Стоп-кадром следует пользоваться только 
тогда, когда имеются очень быстрые движения, которые будут размыты при других способах съемки. 

Всегда, когда есть возможность, фотографии следует делать с первичного изображения, идущего на 
монитор прямо с телекамеры или из видеопроцессора. Картины, получающиеся при проигрывании записи на 
видеомагнитофоне, обычно хуже и имеют более низкое разрешение. Однако с оригинальной пленкой, на 
которой хранится запись, следует обращаться осторожно, так как долгие периоды работы в режиме «Пауза» и 
интенсивный поиск нужных мест путем перемотки пленки вперед и назад приводят к ухудшению качества 
записи. 

Делайте заметки по каждому кадру, указывая все детали, необходимые для оптимизации настройки 
фотокамеры и идентификации заснятых картин. 

5.3. Перенос видеозаписей в видеофильм 
Показывать видеофильм большой аудитории лучше всего с помощью видеопроектора. Этот прибор обычно 

дает большое и яркое изображение на обычном экране, еще лучше оно выглядит на отражающем экране. 
Однако из-за своей высокой цены видеопроекторы доступны не для любого института. Если демонстрировать с 
помощью цветного видеопроектора черно-белые записи, то контраст получается намного более низким, и 
большой экран использовать невозможно. 

С другой стороны, кинопроекторы для 16-миллиметровой пленки можно найти практически в любом 
конференц-зале. Так что во многих случаях 16-миллиметровый фильм (единый стандарт во всем мире) 
демонстрировать гораздо проще. Для показа видеофильма нужен видеомагнитофон и, по крайней мере, один 
большой телевизионный монитор, на котором можно достаточно хорошо видеть изображение только с 
близкого расстояния. Кинофильм, демонстрируемый через проектор, наоборот, позволяет получить достаточно 
большое и яркое изображение, которое хорошо видно всей аудитории. 

Если правильно перенести видеоизображение на кинопленку, качество его не ухудшается. При киносъемке с 
телевизионного экрана в общем возникают те же проблемы, что и при фотосъемке, поэтому для этих целей 
рекомендуется использовать сетку Рончи или монитор с повышенным разрешением (разд. 5.2.2). 

Для съемки можно использовать черно-белую или цветную, негативную или обратимую пленку. Однако с 
обратимых пленок нельзя делать копий на тот случай, если оригинал повредится или пропадет. Кроме того, 
пленки с обратимой эмульсией следует очень точно экспонировать, так как они крайне чувствительны и к 
недодержке, и к передержке. 

Использование негативной (черно-белой или цветной) пленки обходится, однако, дороже, чем 
использование обратимой пленки. Мы получаем самые лучшие результаты при работе с черно-белыми 
пленками Kodak Double-X (Eastman) и Gevapan 36 (Agfa-Gevaert), которые экспонируем на 2/3 этапа ASA 
больше, чем указано (что соответствует компенсации — 2/3 по f-точке). После проявления лаборатория 
возвращает негатив и предварительную позитивную копию. Эту копию можно разрезать и смонтировать на 
монтажном столике. В начале и в конце пленки мы добавляем по 1,5—2 м черной или цветной пленки (зеленой 
в начале и красной в конце). Качество такой первичной копии обычно вполне подходит для демонстрации, но 
если мы хотим иметь копию лучшего качества, то должны монтировать соответственно и негативную пленку. 
Последнюю работу, чтобы не повредить оригинальный негатив, следует делать только на профессиональном 
оборудовании. Из смонтированного негатива можно сделать столько копий, сколько допускается без потери 
качества, причем даже неправильная экспозиция может быть при копировании в значительной степени 
скомпенсирована. 

Основной проблемой при переносе видеоизображения на кинопленку является синхронизация обтюратора 
кинокамеры с разверткой (25 или 30 кадров в секунду). Неправильная синхронизация приведет к появлению 
темных горизонтальных или наклонных полос, которые будут перемещаться по экрану вверх или вниз. Для 
того чтобы иметь постоянную и контролируемую скорость вращения обтюратора, необходима камера с 
электронным управлением, желательно с кварцевым генератором, такая как Arriflex 16SR (Arnold and Rlchter 
Cine Technik GmbH), или СР 16-GSMO (Cinema Products Corporation). Эти камеры могут контролироваться 
извне видеочастотным сигналом, получаемым с видеовыхода, например видеомагнитофона, или 
беспроволочным способом через синхронизирующий излучатель. В последнем случае приемник 
индуцирующего сигнала от специального «контроллера фазы» помещается вблизи монитора, или, если монитор 
сделан в металлическом корпусе, около его раскрытой задней части. Блок управления контроллера фазы 
соединяется с приемником и разъемом кинокамеры для внешней синхронизации (рис. 8.16). Ручка на блоке 
управления позволяет оператору слегка уменьшать или увеличивать скорость вращения обтюратора, вызывая 
тем самым смещение черной полосы (которая может появиться в начале съемки) вверх или вниз по 
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изображению (рис. 8.17). Соответственно полоса будет оставаться вне кадра до тех пор, пока не появится 
следующий видеокадр с шумом (вызванным, например, неправильным редактированием), что потребует нового 
«сдвига» полосы. Блок управления контроллером фазы может быть установлен на любой видеостандарт (50 Гц 
для PAL/SEKAM; 60 Гц для NTSC). Оборудование для данных целей можно найти в видео- и 
звукозаписывающих центрах больших институтов или взять напрокат на один или несколько дней у компаний, 
занимающихся прокатом кинематографического оборудования (примерная цена — 300$ в день). 

 

 

Рис. 8.16. Оборудование для 16-
миллиметровой пленки, 
использованное авторами для 
пересъемки на пленку с 
видеофильма. Камера Arriflex 16 
SR с блоком управления (в 
центре), регулирующим фазу 
обтюратора, и блоком 
сенсорного управления 
(впереди). 

 
Кинокамера, так же как и фотокамера, устанавливается на стабильной треноге и направляется точно на 

экран. Мы получили хорошие результаты с камерой Arriflex 16SR, снабженной объективом Zeiss 1,3/25 мм и 
сеткой Рончи. Требуемую диафрагму можно определить с помощью встроенного или отдельного экспонометра. 
Первый позволяет контролировать диафрагму во время съемки и компенсировать изменения яркости между 
разными сценами. 

Поскольку скорость пленки составляет 24 кадра в секунду, то перенос с видеопленки на кинопленку 
приводит к замедлению всех записей (на 4% по сравнению с оригиналом в случае PAL/SEKAM и на 20% в 
случае NTSC). Перенос без этого эффекта производится некоторыми коммерческими видеостудиями. Пленки 
(16- и 35-миллиметровые) высокого качества, с копиями видеозаписей выпускаются Image Transform Inc., 
которая применяет для этой цели переменную электронную развертку. Поскольку получающиеся негативы не 
содержат линий развертки и обладают хорошим контрастом, они могут использоваться для получения 
фотоотпечатков. 

Эффект ускорения может быть достигнут за счет ручного управления скоростью съемки. Так например, 
чтобы получить 

 

 

Рис. 8.17. Последовательность кадров 
на 16-миллиметровой пленке, снятой с 
монитора. Л. Без синхронизации в 
начале сюжета. Б и В. С помощью 
индуктивного синхронизатора темная 
полоса за короткий промежуток 
времени удаляется, ускорение в фильме 
в 5 раз, необходимо установить 
скорость 10 полукадров в секунду 
(PAL/SEKAM) или 15 полукадров в 
секунду (NTSC). Уменьшенная 
скорость должна быть 
скомпенсирована соответствующим 
закрыванием диафрагмы, чтобы 
избежать избыточной экспозиции 
пленки. Разумеется, можно отснять с 
монитора и сохраненный кадр (стоп-
кадр). Возникающие при этом темные 
полосы следует удалить, как было 
описано выше. 

 
Изготовить титры очень легко. Напечатайте их на белой бумаге с помощью пишущей машинки с четким 

шрифтом. Чтобы получить негатив с белыми буквами на черном фоне, сфотографируйте титры на 
высококонтрастную черно-белую пленку (например, Agfaortho 25). Эти смонтированные негативы можно 
спроецировать на экран и заснять с нормальной скоростью (24 кадра в секунду). Продолжительность плана с 
титрами зависит от объема информации (разд. 5.1.8, I). 
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5.4. Рисование с монитора 
Иногда на хороших рисунках деталей больше, чем на плохой фотографии. Для получения рисунков с экрана 

монитора можно воспользоваться прозрачной пленкой, накладываемой на телеэкран. Однако из-за толщины 
стекла в телевизионной трубке этот способ может вызвать определенные геометрические искажения. Лучше 
использовать следующий метод. 

Тонкую (1—2 мм) стеклянную пластинку (такую, как для тонкослойной хроматографии) укрепляют с 
помощью струбцины под углом 45° перед центром вертикально расположенного экрана. Нижняя часть 
пластины касается монитора. Середина пластины должна находиться на равных расстояниях от экрана и от 
листа бумаги, который помещается под пластиной на столе. Если смотреть на пластину сверху, то будут 
одновременно видны оба изображения (листа бумаги и экрана). Можно также смотреть по горизонтали сквозь 
пластину на экран. Важно точно установить стеклянную пластину, особенно в тех случаях, когда 
телевизионный экран расположен не вертикально. Это можно сделать следующим образом. 

1. Изменяйте высоту и угол наклона пластины до тех пор, пока экран не будет точно проецироваться на 
плоскость бумаги. Если экран искривлен, то углы будут проецироваться несколько ниже, а центр несколько 
выше бумаги. 

2. Только после такой установки пластины можно сдвигать голову, не вызывая при этом смещения 
изображений и на бумаге. Бумагу для рисования лучше зафиксировать с помощью клейкой ленты. 

3. Для удобства работы приглушите верхнее освещение и/или осветите бумагу лампой с регулируемой 
яркостью. В результате вы получите внизу изображение экрана в масштабе 1:1. 

Такая же система может быть использована, если заменить бумагу планшетом дигитайзера, чтобы при 
отсутствии удобного оборудования переносить информацию с телевизионного экрана в компьютер. 
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ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЕ ОКРАШИВАНИЕ ХРОМОСОМ 
А. Т. Самнер 
 

1. Введение 
Дифференциальное окрашивание (сегментирование) хромосом можно определить как применение 

специальных способов окрашивания, позволяющих получить различия в окраске по длине хромосом. В 
соответствии с этим строгим определением к сегментам хромосом не относится видимая структурная 
неоднородность хромосом, например диски политенных хромосом и хромомеры пахитенных хромосом, хотя в 
последнем случае есть достоверные данные о сходстве в распределении хромомеров и некоторых сегментов 
митотических хромосом [1]. Как бы то ни было, сущность метода сегментирования состоит в выявлении 
рисунка на хромосомах, в которых лет каких-либо очевидных структурных различий. Дифференциальное 
окрашивание хромосом — это, разумеется, только один из подходов к исследованию их организации, но 
достоинство данного метода состоит в том, что он позволяет получать различные типы сегментации, а это 
имеет большое значение, особенно в клинической цитогенетике и в эволюционных исследованиях. 

В литературе описано большое число методов сегментирования хромосом и до сих пор изобретаются новые. 
На практике, однако, все эти методы можно разделить на несколько типов, классификация которых дана в разд. 
2. В настоящей главе подробно рассматриваются несколько методов дифференциального окрашивания 
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хромосом. В то же время будут даны ссылки на некоторые специальные методы, которые могут оказаться 
полезными в определенных случаях. 

 

2. Классификация сегментов хромосом 
Все сегменты хромосом можно подразделить на четыре группы: гетерохроматиновые сегменты, 

эухроматиновые сегменты, ядрышковые организаторы и кинетохоры [1]. Их список вместе с 
соответствующими методами дифференциальной окраски приведен в табл. 9.1. Следует отметить, что с 
помощью одного метода можно выявить более одного класса сегментов: например, и гетерохроматиновые, и 
эухроматиновые сегменты отчетливо окрашиваются акрихином (разд. 4.4); так что Q-сегменты могут быть 
гетеро- или эухроматиновыми. Для лучшего понимания и интерпретации излагаемого дальше материала будет 
полезно дать краткую характеристику сегментов каждого класса. 

 

 

Рис. 9.1. Плохо расправленные 
хромосомы человека, 
окруженные значительным 
количеством цитоплазмы. На 
таком препарате не получится 
удовлетворительной 
дифференциальной окраски. 

 

 
Таблица 9.1. Классификация сегментов хромосом 

 
Тип сегментов Основные методы 

окрашивания 
Другие методы окрашивания 

Гетерохроматиновые 
сегменты 

С-окраска G11; Q-окраска; М-окраска; диста 
мицин/ДАФИ; 
иммунофлуоресценция с 5-
метилцитозином 

Эухроматиновые сегменты G-окраска 
Q-окраска 
R-окраска 

Т-окраска; различные 
флуорохромы 

Ядрышковые организаторы 
 

Серебрение ядрышковых 
организаторов 

N-окраска 

Кинетохоры Иммунофлуоресценция с 
использованием сыворотки 
больных CREST-
синдромом 

Cd-окраска; серебрение 

 

2.1. Гетерохроматиновые сегменты 
Гетерохроматин — это те участки хромосом, которые не деконденсируются в телофазе, а остаются 

конденсированными в течение всей интерфазы [2]. Этот материал обычно интенсивно окрашивается с 
помощью С-метода, хотя есть несколько сообщений о том, что гетерохроматиновые области хромосом не 
являются С-сегментами [3, 4]. Гетерохроматин, как правило, содержит высокоповторяющиеся 
последовательности ДНК, часто со специфическим составом нуклеотидов [1]. При других методах 
дифференциального окрашивания выявляются только отдельные субклассы гетерохроматиновых сегментов, 
часто на основе избирательного сродства красителя к ДНК с различным составом оснований. Для окраски С-
методом не характерна какая-либо избирательность в отношении состава оснований ДНК, поэтому им 
окрашивается большинство гетерохроматиновых районов. 

Гетерохроматиновые сегменты представляют собой материал, дополнительный к эухроматину, и количество 
гетерохроматина (а соответственно величина гетерохроматиновых сегментов) может варьировать. Данное 
явление, называемое полиморфизмом гетерохроматиновых сегментов, носит, по-видимому, всеобщий характер, 
что дает возможность иметь маркеры для определения родительской принадлежности гомологичных хромосом 
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и для характеристики различных инбредных линий лабораторных мышей. Никаких фенотипических 
проявлений этого полиморфизма не найдено, что согласуется с представлениями о генетической инертности 
гетерохроматина. 

2.2. Эухроматиновые сегменты 
С помощью дифференциального окрашивания G-, Q- или К-методами у высших позвоночных (рептилий, 

птиц, млекопитающих) можно выявить серию полос по длине хромосом — эухроматиновые сегменты. Эти 
сегменты имеют расположение, характерное для каждой пары хромосом и являются незаменимыми маркерами 
для идентификации хромосом. Сведений об эухроматиновых сегментах у других организмов в литературе 
очень мало, но не ясно, объясняется это различиями между высшими позвоночными и другими организмами 
или является следствием технических трудностей. 

 
Таблица 9.2. Свойства эухроматиновых сегментов 

 
G-позитивные сегменты G-негативные сегменты 

Q-позитивные сегменты 
R-негативные сегменты 
Пахитенные хромомеры 
Ранняя конденсация 
Поздняя репликация 
АТ-богатая ДНК 
Тканеспецифические гены 
Длинные повторяющиеся 
последовательности ДНК 

Q-негативные сегменты 
R-позитивные сегменты 
Интерхромомерные области 
Поздняя конденсация 
Ранняя репликация 
ГЦ-богатая ДНК 
Гены «домашнего хозяйства» 
(«Housekeeping» genes) 
Короткие повторяющиеся 
последовательности ДНК 
 

 
Природа эухроматиновых сегментов пока точно не установлена, однако известно много корреляций между 

этими сегментами и другими свойствами хромосом (табл. 9.2). Особенно существенными являются корреляции 
с характером репликации ДНК, распределением генов и строением пахитенных хромосом. 

Эухроматиновые сегменты особенно важны для идентификации как нормальных, так и измененных 
хромосом и очень ценны для эволюционных исследований, поскольку позволяют идентифицировать 
гомологичные хромосомы у родственных видов. 

2.3. Ядрышковые организаторы 
Ядрышковые организаторы — это участки хромосом, содержащие повторяющиеся гены 18S и 28S рРНК- 

Области ядрышковых организаторов обычно окрашиваются в препаратах хромосом при помощи серебра, 
причем известно, что окрашивающийся материал является белком, ассоциированным с ядрышковым 
организатором [5]. Интенсивность серебрения отражает не только количество рибосомных генов в данном 
организаторе, но и их активность. У человека окрашивается только 5—9 ядрышковых организаторов из 10 
возможных; каждый индивидуум имеет характерное распределение этой окраски. Так же, как в случае 
гетерохроматиновых сегментов, при окрашивании ядрышковых организаторов выявляется полиморфизм, 
который может быть полезен для установления родительской принадлежности индивидуальных хромосом [б]. 

2.4. Кинетохоры 
Кинетохоры являются участками прикрепления хромосом к нитям веретена, они располагаются в области 

первичной перетяжки, или центромеры, хромосом. Разработана методика окраски кинетохоров в стандартных 
хромосомных препаратах с помощью окрашивания по Гимза или серебром. Но после открытия в сыворотке 
больных CREST-синдромом связывающихся с кинетохорами аутоиммунных антител [7], предпочтение 
отдается методу выявления кинетохоров с помощью этой сыворотки и иммунофлуоресцентной техники. 

 

3. Культивирование клеток и фиксация материала для получения 
хромосомных препаратов 

Из-за недостатка места здесь нельзя привести все методики изготовления хромосомных препаратов. 
Препараты хромосом получают из столь разнообразных источников, что описать методики для всех типов 
препаратов невозможно. В то же время изготовление хромосомных препаратов является существенной частью 
процедуры дифференциального окрашивания, и без качественно приготовленных препаратов, как правило, 
невозможно получить хорошей сегментации. В некоторых случаях в процедуру дифференциального 
окрашивания входит обработка культивируемых клеток до фиксации. 
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Стандартным источником получения хромосом человека к животных являются культивируемые лимфоциты 

крови, Обычно порцию крови инкубируют в подходящей культуральной среде в присутствии митогена, обычно 
фитогемагглютинина (ФГА), который стимулирует репликацию ДНК и деление клеток. Для того, чтобы 
увеличить долю митотических клеток, незадолго до изготовления препарата в культуру добавляют митостатик, 
блокирующий клетки в метафазе. Затем клетки обрабатывают в течение нескольких минут гипотоническим 
раствором (обычно — 0,075 МКС1), чтобы они набухли и чтобы хромосомы диспергировались, после чего 
фиксируют смесью метанол — уксусная кислота (объемное отношение 3:1). Распластывание хромосом 
достигается путем раскапывания клеточной суспензии на стекло. Подробные протоколы можно найти у ряда 
авторов [8—11], типичный вариант приведен в разд. 3.1. 

В случае клеток насекомых или растений чаще всего невозможно получить суспензию митотических клеток, 
так что препаративные методы, применяемые для этих объектов, должны резко отличаться от описанных выше. 
Для приготовления хромосомных препаратов из клеток насекомых [10] и растений [14] применяется метод 
раздавливания. Специально разработайная методика дифференциального окрашивания хромосом растений 
описана Шварзахером и др. [15]. В данной работе указано, какие стадии особенно важны для получения 
хорошей окраски. Выше уже говорилось, что сохранение остатков цитоплазмы вокруг хромосом препятствует 
получению хорошей сегментации, но при изготовлении давленых препаратов этого избежать невозможно. 
Давленые препараты могут с успехом использоваться для окрашивания гетерохроматина на С-сегменты или 
для окрашивания флуорохромами, но они не позволяют обнаружить эухроматиновые сегменты в хромосомах 
растений и насекомых. Пока не ясно, обусловлено ли это тем, что на давленых препаратах, где вокруг хромосом 
сохраняется слишком много цитоплазмы, нельзя провести дифференциального окрашивания для выявления 
зухроматиновых сегментов, или действительно существуют различия в организации хромосом между высшими 
позвоночными, с одной стороны, и растениями и насекомыми, с другой стороны. 

Препараты мейотических хромосом большинства видов организмов получают методом раздавливания [10]. 
Для хромосом млекопитающих применяется процедура высушивания на воздухе, в основном сходная с той, 
которая используется для хромосом культивируемых лимфоцитов. Детали методики изменяются в зависимости 
от того, какую стадию мейоза необходимо выявить. При использовании более кратковременной 
гипотонической обработки [16, 17] получаются в основном метафазные пластинки, относящиеся к первому и 
второму мейотическим делениям, а также некоторое количество пластинок из сперматогониев, находящихся в 
диакинезе и метафазе. Более длительная гипотоническая обработка [18] приводит к распластыванию 
пахитенных хромосом, но одновременно к разрушению большинства клеток, находящихся на других стадиях 
мейоза. Таким образом, прежде чем делать препараты, необходимо решить, какую стадию мейоза вы будете 
исследовать. Препараты мейотических хромосом могут быть использованы для выявления гетерохроматиновых 
сегментов, но эухроматиновые сегменты на них не выявляются. 

3.1. Методика получения хромосомных препаратов из культивируемых 
лимфоцитов человека 

1. Соберите кровь из вены в стерильный контейнер, покрытый изнутри гепаринатом лития 
(антикоагулянтом). Слегка перемешайте кровь во избежание свертывания. Важно отметить, что кровь должен 
брать только специалист, а все процедуры по культивированию нужно проводить в стерильных условиях. 

2. Проинкубируйте 0,8 мл крови в течение 72 ч при 37 °С в универсальном флаконе, содержащем 10 мл 
культуральной среды следующего состава: 

среда F 10 (Gibco) 8,0 мл 
эмбриональная телячья сыворотка 2,0 мл 
ФГА 0,1 мл 
пенициллин, 10000 ед./мл; стрептомицин 10 мг/мл — 0,01 мл 

3. За 3 ч до взятия клеток добавьте 0,1 мл раствора, содержащего 10 мкг колцемида/мл, и слегка встряхните 
флакон для перемешивания. 

4. По истечении 72 ч перенесите культуру в коническую центрифужную пробирку на 10 мл и 
отцентрифугируйте при 200 g в течение 5 мин. 

5. Слейте супернатант и добавьте к осадку 10 мл 0,075 М КС1. Перемешайте на мешалке и оставьте на 8—10 
мин. 

6. Отцентрифугируйте в течение 5 мин при 200 g и слейте супернатант. Добавьте (при интенсивном 
помешивании) 10 мл свежеприготовленного фиксатора (метанол — ледяная уксусная кислота в объемном 
соотношении 3:1). 

7. Снова отцентрифугируйте, слейте фиксатор и добавьте новый. Процедуру повторите дважды. 
8. Снова отцентрифугируйте, слейте фиксатор и добавьте 0,5—1 мл нового фиксатора, чтобы получилась 

слегка мутная суспензия. 
9. Раскапайте суспензию на чистые предметные стекла с высоты в несколько сантиметров. Подышите на 

стекла, чтобы клетки расправились, и дайте препарату высохнуть. 
10. Просмотрите препарат в фазово-контрастном микроскопе, чтобы убедиться в его качестве и плотности 

расположения клеток на стекле. Если плотность клеток слишком высока или слишком низка, то разбавьте 
суспензию, добавив фиксатор, или вновь отцентрифугируйте и ресуспендируйте клетки в меньшем объеме, 
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после чего сделайте необходимое количество препаратов. 

Поскольку для получения хорошей 'дифференциальной окраски хромосом важно, чтобы хромосомные 
препараты были хорошего качества, то следует обратить внимание на тщательное выполнение всех деталей 
методики. Наилучшие результаты получаются при условии, что в препарате вокруг хромосом очень мало 
цитоплазмы, есть хорошо расправленные, достаточно длинные хромосомы с небольшим числом наложений, 
или, если возможно, совсем без них. На плохо расправленных препаратах, таких как показанный на рис. 9.1, 
нельзя получить удовлетворительной дифференциальной окраски; сравните этот препарат с иллюстрациями 
хорошей сегментации, приведенными в настоящей главе далее (рис. 9.2—9,5). Хорошего качества 
хромосомных препаратов можно достичь, применяя адекватную гипотоническую обработку и фиксацию. Смесь 
метанол — уксусная кислота для фиксации должна быть свежеприготовленной, ее нельзя хранить; в процессе 
фиксации надо использовать столько смен фиксатора, сколько нужно для получения чистых хромосомных 
препаратов. Трех смен бывает достаточно, но если необходимо, то можно использовать и больше. 

 

 

Рис. 9.2. Метафазная пластинка 
лимфоцита человека, С-окраска. 
Стрелками указаны крупные 
блоки гетерохроматина на 
хромосомах 1, 9, 16 и Y 

 

 
Даже если хромосомы хорошо распределены по стеклу и вокруг них почти нет цитоплазмы, хорошего 

дифференциального окрашивания невозможно добиться, если хромосомы находятся в слишком сжатом 
состоянии. В норме хромосомы конденсируются по мере того, как клетка переходит из профазы в метафазу, и в 
то же время многочисленные сегменты, существовавшие на ранних стадиях митоза, сливаются вместе, в 
результате чего в метафазе количество сегментов значительно уменьшается. Накопление клеток на стадии 
метафазы путем применения колцемида и других митостатиков приводит к тому, что во многих клетках 
хромосомы становятся сильно конденсированными и непригодными для дифференциального окрашивания. 
Таким образом, необходимо искать компромисс между получением максимального числа метафазных клеток, с 
одной стороны, и минимальной степенью конденсации хромосом, с другой стороны [10, 11]. В табл. 9.3 
приведен перечень характерных ошибок, возможных при изготовлении хромосомных препаратов, и способы их 
исправления. 

Для получения хромосомных препаратов у позвоночных также можно использовать культуры клеток крови, 
но обычно требуются определенные модификации этой методики [10]. Похожими методами можно 
воспользоваться и для получения хромосомных препаратов из культивируемых клеток [12]. Другие типы 
клеток требуют соответствующих условий культивирования и фиксации. Харрисоном [13] описаны методы 
работы с различными типами раковых клеток. Этот биоматериал печально известен тем, что дает неясные, 
сильно конденсированные хромосомы, которые трудно дифференциально окрасить. 

Как правило, прежде чем дифференциально окрашивать хромосомные препараты каким-либо методом, их 
нужно выдержать. Наиболее подходящий срок в большинстве случаев составляет при комнатной температуре 
от 3 дней до одной недели. Более длительное хранение приводит к снижению качества сегментирования, а 
иногда даже к полной утрате свойства хромосом дифференциально окрашиваться. Тем не менее на стеклах, 
пролежавших несколько месяцев, можно получить хорошее С-окрашивание (одно из наиболее капризных) — 
результат, который пока необъясним. Если стекла нужно долго выдерживать перед окрашиванием, их следует 
хранить при низкой температуре и желательно в эксикаторе. Если, наоборот, хромосомы надо 
дифференциально окрасить как можно скорее, то препарат можно искусственно «состарить» в течение 16—18 
часов при 60 °С. 

 
Таблица 9.3. Характерные ошибки в приготовлении препаратов 

хромосом из лимфоцитов крови и способы их исправления 
 

Ошибка Способ исправления 
Суспензия фиксированных клеток 
загрязнена бурыми хлопьями гематина 

Тщательнее перемешивать при первой фиксации 
 

Суспензия клеток на стекле не растекается, Грязное стекло; промойте стекла кислым спиртом (1% 
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а остается в виде капли концентрированной НCl в абсолютном спирте) 
Хромосомы плохо расправлены и окружены 
цитоплазмой 

Увеличьте время обработки в гипотоническом растворе 
KCl. Тщательнее перемешивайте при фиксации. 
Используйте больше смен фиксатора (до 6-ти) 

Хромосомы плохо расправлены, но 
цитоплазмы вокруг них нет и стекло чистое 

Используйте холодные стекла или стекла, вынутые из 
дистиллированной воды, (не давая им высохнуть), либо 
раскапывайте суспензию клеток с большей высоты 

Метафазные пластинки с разломанными и 
разбросанными хромосомами 

Слабее дышите или совсем не дышите на стекла. 
Сократите время гипотонической обработки. 
Раскапывайте суспензию клеток с меньшей высоты 

Чересчур конденсированные хромосомы Сократите время инкубации с колцемидом 
 
 

4. Стандартные методы дифференциального окрашивания 
Стандартные методы дифференциального окрашивания — это те, которые обычно используются для 

сравнительного исследования хромосом животных: С-, G-, R- и Q-окрашивание, а также серебрение 
ядрышковых организаторов (Ag — NOR-окраска). 

4.1. С-окрашивание 
Окрашивание С-методом производится путем погружение стандартных препаратов хромосом 

последовательно в кислый, щелочной и горячий солевой растворы и последующего окрашивания красителем 
Гимза. Здесь приводится методика, описанная Самнером [19], различные модификации которой почти всегда 
используются в качестве основы при С-окрашивании. 

Методика 
1. Погрузите предметные стекла в 0,2 М НС1 (17,2 мл концентрированной кислоты на литр воды) на 60 мин 

при комнатной температуре. 
2. Быстро ополосните стекла дистиллированной или деионизованной водой. 
3. Поместите стекла на 5 мин в 5%-ный раствор Ва(ОН)3, при 50°С. Данный раствор лучше всего получать, 

нагревая до 50 °С на водяной бане сосуд с 40 мл дистиллированной воды и добавив за несколько минут до 
использования 2 г октагидрата гидроокиси бария [Ва(ОН)2-8Н2О] (для растворения сосуд нужно энергично 
встряхивать). На поверхности неизбежно появится накипь, которую дает ВаСО3. Если она образует отложения 
на стеклах, мешающие работе, ее можно удалить. Раствор должен быть использован в течение короткого 
периода времени (не более 60 мин). 

4. Тщательно промойте стекла, чтобы удалить с них как можно больше налета. 
5. Проинкубируйте стекла в 2 х SSC (0,3 М NaCl + 0,03 М три-натрийцитрата) при 60°С в течение 60 мин. 

Концентрированный раствор SSC содержит 17,53 г NaCl и 8,82 г три-натрийцитрата на литр. 
6. Промойте препараты дистиллированной или деионизованной водой. 
7. Окрасьте препараты по Гимза в течение 45 мин. Добавьте 1 мл красителя Гимза в модификации Гарра 

(Gurr R66, фирма BDH) к 50 мл буфера, рН 6,8, приготовленного из сухого буфера Гарра (BDH). 
8. Промойте препараты дистиллированной или деионизованной водой и тщательно промокните насухо. 
9. Выдержите препараты в течение нескольких минут для полного высыхания, а затем заключите их в 

заливочную смесь DPX (BDH) или аналогичную смесь на основе полистирена. На рис. 9.2 показан типичный 
пример препарата, который получается при окраске данным методом — он содержит темные 
гетерохроматиновые области и более бледные плечи хромосом. 

Как и другие методы дифференциального окрашивания, С-окрашивание можно проводить несколькими 
способами, так что исходный метод, описанный выше, можно модифицировать. Если хромосомы оказались 
слишком темными и с нечеткими сегментами, препарат следует подвергнуть более интенсивной обработке (до 
окраски); напротив, слишком бледное окрашивание указывает на то, что хромосомы обрабатывали чересчур 
долго. Изменяя продолжительность окрашивания или концентрацию красителя, эти дефекты исправить нельзя. 
Если удовлетворительных результатов не получается, то лучше всего начать с изменения времени инкубации в 
растворе Ва(ОН)2. Если хромосомы слишком темные и С-сегменты выявляются плохо, то продолжительность 
этой обработки должна быть увеличена. В случае бледного окрашивания продолжительность инкубации в 
растворе Ва(ОН)2 следует уменьшить, а для некоторых наиболее чувствительных препаратов хромосом следует 
также понизить температуру раствора. Например, для мейотических хромосом мыши рекомендуется обработка 
4%-ным Ва(ОН)2 в течение 30 с при 37 °С [20]. 

Если изменений в режиме обработки раствором Ва(ОН)2 недостаточно для получения хороших результатов, 
то следует сократить время обработки препарата в НС1. Иногда последнюю можно вообще опустить, но в 
большинстве случаев некоторая обработка кислотой все же нужна. Уменьшение времени инкубации в кислоте с 
60 до 30 или 15 мин может привести к улучшению видимой морфологии хромосом за счет того, что они будут 
меньше расплываться. Кроме того, при этом получается более интенсивная окраска. 

Упомянутое выше окрашивание по Гимза в модификации Гарра (Gurr R66) дает хорошие результаты, 
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причем краситель в концентрированном растворе стабилен. Другие модификации красителя Гимза и сходного с 
ним красителя Романовского (например, модификации Лейшмана, Райта, МакНила) тоже могут успешно 
использоваться, но каждый новый краситель следует проверить на материале, который заведомо дает хорошие 
результаты при С-окрашивании. На том же материале надо подобрать концентрацию и время окрашивания. 
Разбавленные растворы красителя Гимза нестабильны, и их следует использовать только 
свежеприготовленными. 

Для инкубации стекол при высокой температуре необходимо подобрать удобную посуду. Обычные 
стеклянные стаканчики, если их поместить в горячую водяную баню, часто лопаются. Этого недостатка 
лишены стаканчики из боросиликатного стекла, но они, по-видимому, больше не выпускаются. Пластиковые 
стаканчики для окрашивания, которые выпускаются различными фирмами, недостаточно массивны, чтобы 
устойчиво стоять на дне водяной бани, но их можно укрепить с помощью металлической пластины с 
отверстиями, которая накладывается на баню сверху. Отверстия в пластине надо сделать такого размера, чтобы 
стаканчик входил в него и удерживался за счет своего расширения у верхнего края, которое расположено под 
резьбой для крышки. Для окраски лучше использовать не полиэтиленовые стаканчики, а полипропиленовые 
(Azlon), так как последние не размягчаются при высоких температурах, требующихся для дифференциального 
окрашивания. 

 

4.2. G-окрашивание 
G-окраска занимает центральное место в цитогенетике, она является стандартным методом для 

идентификации хромосом млекопитающих и других высших позвоночных. Поскольку эта методика очень 
важна и в то же время очень капризна, в настоящем разделе будут описаны три различные процедуры G-
окрашивания. Каждая из них имеет свои преимущества и недостатки. Начинающему исследователю следует 
самому попробовать все три методики и выбрать, какая из них дает на его материале лучшие результаты. 

4.2.1. ASG-метод 
Этот метод включает инкубацию препарата хромосом в растворе 2 х SSC с последующим окрашиванием по 

Гимза [21]. 
1. Проинкубируйте препарат хромосом в растворе 2 х SSC, предварительно нагретом до 60°С в течение 60 

мин. Состав 2 х SSC указан в разд. 4.1. 
2. Быстро ополосните препарат дистиллированной или деионизованной водой. 
3. Окрасьте по Гимза (разд. 4.1) в течение 45 мин. 
4. Промойте дистиллированной водой и насухо промокните. 
5. Дав стеклам высохнуть на воздухе, заключите их в DPX или аналогичную заливочную среду. 
Окрашенный таким способом препарат хромосом человека показан на рис. 9.3. Для того чтобы с помощью 

данного метода получить удовлетворительные результаты, необходимо использовать хорошие препараты, где 
окружающая хромосомы цитоплазма удалена настолько, насколько это возможно, и сами хромосомы не 
слишком сильно конденсированы. Если хорошая дифференциальная окраска не получается, то для улучшения 
результатов можно воспользоваться несколькими модификациями данного метода. Некоторые исследователи 
увеличивают время обработки раствором 2 х SSC до 16 часов, но это ведет к появлению разрыва в хромосомах. 
В некоторых случаях, если сегментация видна неотчетливо из-за слишком интенсивной окраски, можно 
добиться лучших результатов, уменьшая время окраски или воспользовавшись более разбавленным раствором 
красителя. 

Если препарат заключен в хорошую заливочную среду, то окраска сохраняется стабильной годами. Однако 
если заливочная среда со временем портится и становится кислой, то может происходить не только выцветание 
препарата, но также изменение рисунка хромосом, который начинает напоминать таковой при R-окраске. 
Поэтому, если вы сомневаетесь в качестве заливочной среды, ее следует выбросить и заменить свежей. 

4.2.2. Окрашивание по Гимза после обработки трипсином 
Данный метод достаточно сходен с тем, который описан Сибрайтом [22]; такая процедура является наиболее 

популярной из всех методик дифференциального окрашивания. Суть ее состоит в том, что препарат хромосом 
несколько секунд переваривается трипсином, а затем окрашивается по Гимза.  

1. Обработайте трипсином препарат хромосом в течение 15 секунд. Концентрированный раствор трипсина 
можно приготовить, разведя флакон трипсина Bacto (Difco, каталожный № 0153—59) в 10 мл ФСБ; последний 
можно приготовить из таблеток, выпускаемых фирмой Oxoid. Рабочий раствор готовится путем дальнейшего 
разведения. 

2. Промойте стекла в дистиллированной воде или растворе ФСБ. 
3. Окрасьте по Гимза (разд. 4.1). 
4. Промойте, промокните насухо и заключите, как описано в разд. 4.1. 
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Рис. 9.3. Метафазная пластинка 
лимфоцита человека (вверху) и 
кариотип (внизу) G-окраска в 
модификации ASG. Воспроизводится 
с разрешения по Nature New Biology, 
232, p.p. 31—32. Copyright 1971, 
Macmillan Magazines Ltd. 

 

 
Критический момент в данной методике — это время обработки трипсином, и точные условия можно 

подобрать только опытным путем. Результаты зависят от качества трипсина, его разведения, времени 
обработки и чувствительности хромосом. Для начального эксперимента концентрированный раствор трипсина 
можно разбавить в 10 раз раствором ФСБ, но весьма вероятно, что потребуется дальнейшее его разведение. В 
принципе, можно пользоваться трипсином любой фирмы, но время и разведение следует подбирать 
экспериментальным путем., Вместо того чтобы погружать все стекло в трипсин, налитый в стаканчик для 
окраски, лучше нанести на поверхность стекла несколько капель раствора трипсина. Трипсин в растворе 
постепенно теряет свои свойства, так что следует пользоваться достаточно свежим раствором. 

Хотя для окрашивания рекомендуется краситель Гимза, но в оригинальной прописи использовался 
краситель Лейшмана [22]; можно попробовать воспользоваться им, если окрашивание по Гимза не дает 
удовлетворительных результатов. 

Получаемый с помощью данного метода рисунок сегментации совпадает с тем, который получается при 
использовании ASG-метода (рис. 9.3), хотя общая морфология хромосом может быть видна по-разному. 
Обработанные трипсином хромосомы часто имеют вид рваных, что отчасти может быть следствием 
избыточной обработки трипсином. Другой особенностью, характерной для окрашивания по Гимза с обработкой 
трипсином, является наличие темного ободка вокруг хромосом. Это явление может быть полезным, однако 
ободок не следует путать с концевыми G-сегментами хромосом. После дифференциального окрашивания с 
помощью ASG-метода темного ободка вокруг хромосом нет, а поскольку концевые G-сегменты при этой 
окраске обычно выглядят светлыми, то концы хромосом бывает трудно идентифицировать. 

4.2.3. Метод Галлимора и Ричардсона 
Данный метод является комбинацией ASG-метода и окрашивания по Гимза с обработкой трипсином [23]. 
1. Проинкубируйте препарат хромосом в растворе 2 х SSC при 60 °С в течение 3 ч (разд. 4.1). 
2. Охладите стекла до комнатной температуры, промывая их деионизованной водой. 
3. Обработайте препарат хромосом в течение 90с при 10°С солевым раствором трипсина [трипсин Bacto 

(Difco — 0,9%-ный раствор NaCl, объемное соотношение 1 :99]. 
4. Промойте стекла деионизованной водой. 
5. Окрасьте препарат по Гимза (красителем Гарра, R66), разведенным деионизованной водой в соотношении 

1 : 10, в течение 5 мин. 
6. Промокните стекла, дайте им высохнуть на воздухе и заключите препарат. 
По сравнению с двумя методами, изложенными выше, данная методика хороша тем, что с ее помощью 

сегментация выявляется более четко, чем при использовании просто ASG-метода, кроме того, не нарушается 
морфология хромосом, что часто происходит под действием трипсина. Так же как и в случае метода Гимза с 
обработкой трипсином, необходимые для получения оптимальных результатов концентрацию трипсина и 
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продолжительность обработки следует подобрать экспериментально. Для определенных типов хромосом может 
оказаться полезным перед окраской уменьшить продолжительность инкубации в растворе 2 х SSC. 

4.3. R-окрашивание 
Расположение полос при R-окрашивании противоположно тому, которое получается при G-окрашивании, то 

есть материал, позитивный при R-окрашивании, оказывается негативным при G-окрашивании. Как основной 
метод для идентификации хромосом R-окрашивание не получило широкого распространения нигде, кроме 
Франции, однако по крайней мере в двух случаях оно имеет определенные преимущества. Во-первых, его 
можно использовать вместе с G-окрашиванием для идентификации точек разрыва хромосом, что с помощью 
только одного метода окрашивания сделать сложнее. Во-вторых, концевые сегменты хромосом, которые после 
G-окрашивания обычно выглядят бледными, интенсивно окрашиваются с помощью R-окраски. При 
использовании последнего метода значительно более отчетливо выделяются концы хромосом, поэтому он 
более полезен для исследования тех структурных изменений хромосом, которые затрагивают их концевые 
сегменты. Описываемая ниже методика R-окраски принадлежит Сехестеду [24]. 

 

 

Рис. 9.4 Метафазная пластинка 
(вверху) и кариотип (внизу) 
лимфоцита человека, R-
окраска. Воспроизводится с 
разрешения по Bostock, С. J, 
Sum-пег, А. Т. (1978), The 
Eukaryotic Chromosome, 
copyright Elsevier Science 
Publishers BV. 

 

 
l. Проинкубируйте препарат хромосом в 1 М NaH2PO4-2H2O (156,01 г/л, незабуференный раствор, рН 4,0—

4,5) в течение10 мин при 88 °С. 
2. Быстро промойте стекла деионизованной или водопроводной водой в стаканчике для окрашивания. 
3. Окрасьте препарат в течение 10 мин по Гимза (красителем Гарра R66, фирмы BDH, 5%-ный раствор в 

дистиллированной воде, приготовленный непосредственно перед употреблением). 
4. Быстро промойте стекла водопроводной водой в стаканчике для окрашивания. 
5. Высушите и заключите препараты. 
На рис. 9.4 представлены результаты окрашивания данным методом. По сравнению с G-окраской R-окраска 

позволяет выявить меньше деталей несмотря на то, что она является по существу комплементарной к G-
окраске. 

Из-за высокой температуры, которая применяется при окрашивании данным методом, необходимо 
использовать посуду из полипропилена или другого термостойкого и инертного материала. Как и при других 
методах дифференциального окрашивания, результаты зависят от возраста препаратов, так что автор метода 
рекомендует окрашивать стекла через 2 дня после получения хромосомных препаратов. Для того чтобы во 
время инкубации препаратов при температуре 88 °С избежать образования пузырьков на стеклах, которые 
приводят к появлению недостаточно обработанных участков хромосом, стекла следует слегка постучать друг о 
друга или о дно стаканчика. 

Увеличение или уменьшение молярности используемого для инкубации раствора фосфата ведет к 
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ухудшению или к полному исчезновению дифференциального окрашивания. Однако изменение рН приводит к 
появлению G-сегментов при значениях рН между 5,5 и 6,7 [24]. Если два типа окраски надо получить 
последовательно, то G-окраску следует делать первой; практические подробности можно найти в работе 
Бактона [25]. 

4.4. Q-окрашивание 
Метод Q-окрашивания был не только разработан первым из современных методов дифференциального 

окрашивания хромосом, но и оказался одним из наиболее полезных. С его помощью могут быть выявлены как 
гетерохроматиновые, так и некоторые эухроматиновые сегменты. Таким образом, Q-окрашивание представляет 
собой ценный метод для анализа хромосом высших позвоночных, а также хромосом насекомых и растений, 
идентификация которых в значительно большей степени зависит от особенностей гетерохроматиновых 
сегментов. Гетерохроматиновые сегменты могут давать яркую или бледную флуоресценцию с акрихином, 
кроме того, их размеры изменчивы. Таким образом, Q-окрашивание является одним из немногих методов, 
позволяющих охарактеризовать гетерохроматин более детально, чем это можно сделать с помощью одной R-
окраски. 

Метод проведения Q-окраски прост в исполнении, он применяется во многих областях и по сравнению с 
другими методами дифференциального окрашивания дает наиболее хорошо воспроизводимые результаты. 
Недостатками Q-окраски являются: нестабильность препаратов, выцветание флуоресценции препарата под 
действием света и, конечно, необходимость использовать специальный флуоресцентный микроскоп. Исходный 
метод основывался на применении акрихиниприта, однако в настоящее время в основном используется 
акрихин, который дешевле и, вероятно, безопаснее, хотя с обоими веществами следует обращаться осторожно 
из-за их потенциально мутагенных свойств. Недавно для Q-окрашивания был предложен спермидин-бис-
акридин — вещество, обладающее более стабильной флуоресценцией. Несмотря на то, что данное вещество 
надо готовить непосредственно в лаборатории, выигрыш, достигаемый за счет большей устойчивости 
флуорохрома к выцветанию, настолько велик, что мы описываем здесь синтез красителя. 

4.4.1. Q-окрашивание с помощью акрихина 
Акрихин (от англ. — quinacrine) выпускается многими фирмами под разными названиями: атабрин, атебрин, 

мепакрин, акрихин гидрохлорид или дигидрохлорид,— относящимися к одному и тому же веществу. 
Процедура окрашивания акрихином очень проста: 

1. Окрасьте препарат хромосом в течение 6—10 мин 0,5%-ным водным раствором акрихина. 
2. Промойте препарат под струей проточной воды в течение 3 мин. 
3. Промойте препарат дистиллированной водой. 
4. Заключите препарат в дистиллированную воду. Для того чтобы удалить как можно больше воды, 

прижмите к покровному стеклу сверху фильтровальную бумагу. Залейте края покровного стекла резиновым 
клеем; для этой цели хорошо подходит достаточно жидкий резиновый клей, такой как Pang Supersolution [Pang 
(Великобритания) Ltd.]. 

На рис. 9.5 приведен пример Q-окраски хромосом человека. Препарат наблюдают с помощью 
флуоресцентного микроскопа при сине-фиолетовом освещении (разд. 6.2). Метод очень неприхотлив, он дает 
хорошие результаты в широком диапазоне концентраций красителя и длительности окрашивания. При этом, 
как и во всех случаях дифференциального окрашивания, наилучшие результаты получаются при использовании 
высококачественных препаратов хромосом. 

Некоторые авторы предлагают заключать препараты не в воду, а в буфер или в буфер с глицеролом. Но эти 
способы не дают, по-видимому, больших преимуществ, а избыток глицерола ведет к появлению равномерной 
флуоресценции всех хромосом. Заключенные препараты можно хранить в холодильнике в течение ночи или 
одного-двух дней без значительного ухудшения морфологии дифференциально окрашенных хромосом, однако 
при любом сроке хранения они неизбежно выцветают. 
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Рис. 9.5. Метафазная пластинка 
(вверху) и кариотип лимфоцита 
человека,, Q-окраска. 
Воспроизводится с разрешения 
по Bostock, С. J., Sumner, А. Т.. 
(1978), The Eukaryotic 
Chromosome, copyright Elsevier 
Science Publishers BV. 

 

 

4.4.2. Изготовление спермидин-бис-акридина и его применение при Q-окрашивании 
Спермидин-бис-акридин, представляя собой димерный аналог акрихина, позволяет получать более яркие, 

контрастные и стабильные Q-сегменты [26]. Это вещество не поступает в продажу, и его надо готовить в 
лаборатории. Способ изготовления следующий: 

1) растворите 4 г NaOH в 60 г расплавленного фенола при 100 °С; 
2) добавьте при встряхивании 14 г дихлорметоксиакридина (Aldrich); 
3) выдержите смесь в течение 1,5 ч при 100 °С, затем влейте ее в 500 мл 2 М NaOH, перемешайте и 

оставьте остывать на ночь; 
4) отфильтруйте осадок, промойте его водой и высушите. Полученное вещество является 

феноксиакридином; 
5) растворите 8,68 г феноксиакридина в 27,6 г фенола при 80 °С в открытой посуде; 
6) добавьте 2,0 г спермидина; 
7) увеличьте температуру до 120 °С и продолжайте нагревать в течение 1 ч; 
8) раствор охладите и влейте в эфир; 
9) промойте материал эфиром, вновь растворите его в горячем метаноле и опять осадите эфиром. 

Отфильтруйте осадок на воронке Бюхнера, промойте эфиром и высушите. Осадок представляет собой 
спермидин-бис-акридин; 

10) спермидин-бис-акридин следует хранить в плотно закрытом контейнере в холодильнике. 
При проведении данного синтеза следует предпринимать меры предосторожности, так как в нем 

используются опасные ингредиенты. Вся работа должна выполняться в хорошо работающем вытяжном шкафу 
и с использованием соответствующей защитной одежды. 

Процедура окрашивания с использованием спермидин-бис-акридина аналогична методике с использованием 
акрихина, но в первой применяется более разбавленный раствор. 

1. Растворите 5 мг спермидин-бис-акридина в 1 мл метанола, добавьте 99 мл 0,01 М фосфатного буфера (рН 
6,5) и окрашивайте препарат хромосом полученным раствором в течение 10 мин. 

2. Промойте стекла двумя сменами фосфатного буфера (рН 6,5) в течение 1 мин и заключите препараты в 
тот же буфер, прижимая покровные стекла и удаляя лишний буфер, как описано выше в методе окрашивания 
акрихином (разд. 4.4.1). Условия наблюдения точно те же, что и для препаратов, окрашенных акрихином. 

4.5. Окрашивание ядрышковых организаторов серебром 
Ядрышковые организаторы хромосом можно окрасить серебром с помощью различных методов. При этом 

окрашиваются в основном белки, связанные с ядрышковыми организаторами, а не собственно гены 18S и 28S 
рРНК; интенсивность окраски зависит от степени активности рибосомных генов. Подобно С-окраске 
серебрение ядрышковых организаторов часто позволяет выявлять их полиморфизм [1]. 

Здесь приводится метод серебрения, описанный в работе Ховелла и Блэка [27].. В нем используются два 
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исходных концентрированных раствора, которые смешивают непосредственно перед употреблением. 

4.5.1. Исходные растворы 
1. AgNO3: растворите 4 г AgNO3 в 8 мл деионизованной воды. Данный раствор стабилен при хранении в 

темноте, но если появилось заметное почернение, его следует вылить. 
2. Коллоидный проявитель: растворите 2 г желатины в 100 мл деионизованной воды и добавьте 1 мл чистой 

муравьиной кислоты. Колбу следует довольно долго встряхивать и, если необходимо, подогревать до тех пор, 
пока не растворится вся желатина. Раствор следует использовать в течение двух недель со дня приготовления. 

4.5.2. Процедура окраски 
1. Смешайте в маленькой пробирке 2 капли коллоидного проявителя с 4 каплями раствора AgNO3 и 

нанесите смесь пипеткой на предметные стекла с препаратами хромосом. Накройте препараты покровными 
стеклами. 

2. Поместите предметные стекла на поверхность нагретого примерно до 70 °С нагревательного столика. 
Красящий раствор станет сначала бледно-желтым, а затем золотисто-коричневым. 

3. Когда раствор станет золотисто-коричневым (через 1— 2 мин), смойте покровные стекла и краситель 
струей деионизованной (или дистиллированной) воды. 

4. Промокните предметные стекла и дайте им полностью высохнуть. Заключите препарат в DPX или в 
аналогичную среду. 

Данный метод позволяет окрасить ядрышковые организаторы в черный цвет, в то время как плечи хромосом 
и вся цитоплазма остаются желтыми (рис. 9.6). Фон может быть чистым, но при использовании старых стекол, 
на которых могли осесть частички пыли, может появляться грязный фон, так как серебро откладывается на 
любом материале. 

Данный метод удобен, он дает хорошие результаты на препаратах различного качества даже при 
незначительных изменениях в продолжительности обработки, температуре и соотношении двух исходных 
растворов. Следует избегать более длительного окрашивания, когда раствор становится темно-коричневым и в 
нем возникают пузырьки, так как оно приводит к образованию неравномерной окраски и загрязненного фона. 
Кроме того, другие хромосомные структуры, в частности кинетохоры, также имеют тенденцию к окрашиванию 
серебром, и это еще одна причина, по которой следует избегать избыточного окрашивания. 

Несмотря на то что ядрышковые организаторы окрашиваются в черный цвет, при интерпретации 
результатов могут возникать трудности, поскольку весь остальной материал хромосом также слабо 
окрашивается. Контраст можно несколько увеличить, применяя светофильтры (разд. 6.1), однако часто бывает 
полезно окрасить хромосомы дополнительно. Если дополнительное окрашивание произведено с помощью 
дифференциального метода, можно точно выяснить, какие хромосомы несут ядрышковые организаторы. 

Для дополнительного сплошного окрашивания можно воспользоваться 5%-ным раствором Гимза при рН 
6,8. Результаты серебрения могут сильно различаться, поэтому длительность окрашивания нужно подобрать 
эмпирически. Важно не перекрасить препарат, чтобы не затруднить выявление ядрышковых организаторов. 
Желательно получить окраску от светлого до умеренного пурпурно-красного цвета. В случае перекрашивания 
препарат следует отмыть от красителя Гимза в 70%-ном этаноле и вновь окрасить в течение более короткого 
времени. Простое дополнительное окрашивание особенно полезно в случае пахитенных хромосом, где границы 
хромосом трудно выявить после окраски одним серебром. Оно также может быть полезно для анализа 
митотических хромосом в тех случаях, когда их не требуется идентифицировать. 

Чтобы можно было идентифицировать хромосомы, нужно перед окрашиванием ядрышковых организаторов 
провести G-, Q-, R- или С-окрашивание [28]. Наиболее успешно из всех перечисленных применяется Q-метод, 
поскольку остальные приводят к заметному ослаблению окрашивания серебром или, 

в случае применения трипсина, даже к полной потере его. Как правило, лучшие результаты дает 
дифференциальное окрашивание, проведенное после серебрения, так как в этом случае оно не влияет на 
количество отложившегося на ядрышковых организаторах серебра. Кроме того, тогда нет необходимости 
фотографировать дифференциально окрашенные хромосомы до окраски серебром; если дифференциальное 
окрашивание проводится после серебрения, то и сегментацию, и отложение серебра можно видеть 
одновременно. Для этих целей подходят стандартные способы дифференциального окрашивания, но время 
обработки обычно требуется изменить (как правило, увеличить). Ховелл и Блэк [29] получили хорошие 
результаты, проводя после серебрения окрашивание по Гимза с обработкой трипсином или с помощью ASG-
метода, и неудовлетворительные результаты при использовании Q-метода. Последний метод может, однако, 
давать хорошие результаты, хотя способ одновременного наблюдения флуоресцирующих Q-сегментов и 
посеребренных ядрышковых организаторов менее распространен. Прежде чем остановиться на одной 
процедуре, важно опробовать различные методы дифференциального окрашивания в сочетании с методом 
серебрения ядрышковых организаторов. Не следует пытаться применять все разнообразные модификации, 
используемые в отдельных лабораториях, хотя нельзя указать какого-то метода, который всегда без 
модификаций давал бы хорошие результаты. 

Помните, что при работе с растворами серебра следует соблюдать осторожность, поскольку они с 
неизбежностью окрасят в черный цвет все, на что попадут. Обычных приемов аккуратного обращения с 
реактивами будет достаточно, но лучше использовать дополнительно одноразовые перчатки и защитное 
покрытие для стола (например, выпускаемые фирмами Benchkote, Whatman Lab Sales). 
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Рис. 9.6. Серебрение ядрышковых 
организаторов в метафазных 
хромосомах лимфоцита человека. 
Ядрышковые организаторы 
указаны стрелками. Обратите 
внимание на различия в их 
размерах. Дополнительное 
окрашивание по Гимза 

 

 

5. Специальные методы дифференциального окрашивания 
Методы, описываемые в настоящей главе, отличаются от так называемых «стандартных» методов, 

описанных в разд. 4, тем, что они менее распространены, или тем, что требуют использования специальных 
приемов при изготовлении хромосомных препаратов. Ниже описываются четыре метода: окраска 
ДАФИ/дистамицином, которая позволяет выявить подкласс гетерохроматиновых сегментов у некоторых видов 
животных; дифференциальное окрашивание, которое выявляет порядок репликации ДНК в различных 
сегментах хромосом; дифференциальное окрашивание с высоким разрешением, позволяющее получить 
значительно более детальную картину сегментации хромосом; иммуноцитохимическое выявление кинетохоров. 

 

5.1. Окрашивание ДАФИ/дистамицином 
Когда хромосомы, окрашенные флуорохромом ДАФИ, затем дополнительно окрашивают 

нефлуоресцирующим антибиотиком дистамицином, то наблюдается яркая флуоресценция только некоторых 
гетерохроматиновых сегментов из числа тех, которые выявляются с помощью С-окраски [30]. Сегменты, 
выявляемые с помощью ДАФИ/дистамицина, обнаружены в хромосомах некоторых (но не всех исследованных) 
млекопитающих и в хромосомах некоторых прямокрылых, но пока не отмечены в хромосомах растений. 
Окрашивание ДАФИ/дистамицином полезно проводить для более глубокого анализа гетерохроматиновых 
сегментов, выявляемых с помощью С-окраски. Его можно использовать для маркировки хромосом, которые 
содержат ДАФИ/дистамицин-позитивные сегменты в тех случаях, когда эти хромосомы претерпевают 
изменения. 

1. Погрузите стекла с хромосомами в раствор дистамициыа А на 15 мин. Раствор состоит из 0,1—0,2 мг/мл 
дистамицинаА (Sigma), разведенного в фосфат-цитратном буфере Маклвейна (рН 7). Для приготовления буфера 
берут 

82,5 мл 0,2 М Na2HPO4-2H2O (35,6 г/л), 
17,5 мл 0,1 М лимонной кислоты (С6Н80 -Н 0, 21,01 г/л). 7 2
2. Быстро промойте стекла буфером Маклвейна, рН 7. 
3. Погрузите стекла на 5—15 мин в раствор ДАФИ (0,2 или 4,0 мкг/мл ДАФИ в буфере Маклвейна, рН 7). 
4. Промойте стекла буфером Маклвейна, рН 7. 
5. Заключите препарат в тот же буфер. Промокните излишек жидкости, выступающей из-под покровного 

стекла, и промажьте стекло по краям резиновым клеем (разд. 4.4.1). 
Результаты такого окрашивания хромосом человека представлены на рис. 9.7. Для получения наилучших 

результатов время окрашивания дистамицином и ДАФИ, а также концентрации красителей можно несколько 
изменить. Если окраска хромосом напоминает ту, которая получается после Q-окрашивания (распределение 
полос, которое получается при использовании одного только ДАФИ), то следует дольше красить дистамицином 
или брать его в более высокой концентрации. Если флуоресценция слишком слабая, нужно уменьшить время 
обработки дистамицином. 

Свежеприготовленные хромосомные препараты, окрашенные ДАФИ/дистамицином, при наблюдении в УФ-
свете очень быстро выцветают. То же характерно для Q-окраски. Если однако, препараты после заключения 
подержать в холодильнике в течение суток или около того, то флуоресценция, как правило, становится более 
стабильной. 
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Рис. 9.7. Флуоресценция хромосом из 
лимфоцита женщины после окраски 
дистамицином — ДАФИ. Ярко 
флуоресцирует только гетерохроматин в 
хромосомах 1, 9, 15 и 16 (указан 
стрелками), в мужских клетках 
гетерохроматин в Y-хромосоме также 
будет ярко флуоресцировать. Микрография 
любезно предоставлена Г, Сповартом (G. 
Spowart). Воспроизводится по Sam-пег, А. 
Т. (1983), Science Progress, 68, p.p. 543—
564. 

 
Дистамицин А нестабилен в растворе, так что лучше готовить свежий раствор по мере необходимости. 

ДАФИ стабилен в растворе и может храниться в холодильнике по крайней мере несколько недель. Можно 
сделать концентрированный раствор ДАФИ: 0,5 мг/мл в дистиллированной воде, и разводить его буфером 
Маклвейна, как указано выше. Вместо ДАФИ и дистамицина могут быть использованы другие вещества, 
дающие сходные результаты. Одним из наиболее распространенных заменителей является метиловый зеленый, 
который значительно дешевле заменяемого им дистамицина [31]. Вместо ДАФИ может использоваться Хёхст 
33258 (Sigma) [32]. 

 

5.2. Дифференциальное окрашивание реплицирующихся участков хромосом 
Данный метод используется для выявления тех участков хромосом, которые реплицируются в ранней или 

поздней S-фазе. Получаемые рисунки сегментации напоминают таковые при G- или R-окрашивании в 
зависимости от того, какие выявляются участки — рано или поздно реплицирующиеся. Иногда однако 
наблюдаются небольшие различия, например, с помощью данного метода можно отличить поздно 
реплицирующуюся X-хромосому самок млекопитающих от той же рано реплицирующейся [33] хромосомы, 
при этом характер сегментации может существенно варьировать. 

Реплицирующуюся ДНК метят путем включения в нее 5-бромурацилдезоксирибозида (БУДР), который 
вводится в культуру в нужное время. После стандартной фиксации культивируемых клеток ДНК с включенным 
БУДР может быть дифференциально окрашена. Для этой цели обычно используют FPG-метод («флуоресценция 
плюс краситель Гимза»), который дает неплохие результаты [35]. При его применении сегменты хромосом, 
содержащие БУДР, остаются бледными, а немеченные сегменты интенсивно окрашиваются. 

Вся методика выявления реплицирующихся сегментов состоит из двух частей: культивирования клеток и 
окрашивания. Последняя является стандартной, а методика культивирования должна быть подобрана в 
соответствии с тем, какие сегменты (рано или поздно реплицирующиеся) необходимо выявить и на какой 
стадии клеточного цикла находятся клетки, которые предполагается исследовать. 

5.2.1. Метод культивирования клеток 
Описываемые здесь процедуры были разработаны для лимфоцитов человека [34]. Культивирование ведется 

стандартным способом [11] за исключением того, что к клеткам добавляется БУДР и некоторые другие 
вещества. Они добавляются в культуральную среду в следующих концентрациях: 

 БУДР    10-4 М 
 фтордезоксиуридин (ФУДР) 10-6 М 
 дезоксиуридин   6х10-6 М 
 дезоксицитидин   10-4 М 
 
При добавлении ФУДР и дезоксиуридина стимулируется включение БУДР в ДНК, однако 

удовлетворительные результаты можно получить и без применения этих веществ. 
Для выявления поздно реплицирующихся участков БУДР л другие вещества добавляются в самом начале 

культивирования. 
Затем за 5—7 часов до фиксации культуры культуральную среду меняют и клетки переносят в стандартную 

среду, куда добавляют 6Х10~4 М дезокситимидина. Этот прием получил название «Т-импульсное мечение». 
При таком мечении поздно реплицирующаяся ДНК не содержит БУДР. 

Для выявления рано реплицирующихся участков клетки выращивают в стандартной среде, а за 5—7 часов 
до фиксации к ним добавляют в указанных выше концентрациях БУДР, ФУДР, дезоксиуридин и 
дезоксицитидин. Этот прием называется «В-импульсное мечение». В результате в поздно реплицирующуюся 
ДНК БУДР включается, а в рано реплицирующуюся — нет. БУДР чувствителен к свету, поэтому исходный 
концентрированный раствор и культуры, куда добавлен БУДР, надо хранить по возможности в темноте. Для 
более детального ознакомления с методикой культивирования клеток в присутствии БУДР см. [32] и [34]. 
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5.2.2. Методика окраски 
Меченные БУДР хромосомы дифференциально окрашивают по методу FPG [35]. 
1. Окрасьте препарат фиксированных хромосом в течение 12— 15 мин в растворе Хёхст 33258 (Sigma; 

концентрация 0,5 мкг/мл в деионизованной воде). 
2. Промойте стекла деионизованной водой. 
3. Заключите препарат хромосом в деионизованную воду, замажьте края стекла резиновым клеем и оставьте 

при дневном свете на 24 часа. 
4. Снимите покровные стекла. 
5. Проинкубируйте препарат 2 часа при 60 °С в растворе 2 х SSC (0,3 М хлористый натрий плюс 0,03 М 

тринатрий-цитрат). 
6. Окрасьте препарат в течение 30 мин в 3%-ном растворе красителя Гимза (модификация Гарра, R66) при 

рН 6,8 (буфер Гарра в таблетках). 
7. Промокните стекла, дайте им высохнуть и заключите в DРХ. Результаты такого окрашивания показаны на 

рис. 9.8. Рано реплицирующиеся области хромосом имеют темную окраску, а поздно реплицирующиеся 
области (включая всю Х-хромосому) окрашены слабо. Таким образом, данная клетка в культуре получила В-
импульсную метку. 

Для того чтобы получать препараты более быстро и иметь больше возможностей для регулирования 
процесса окраски, чем в приведенном выше протоколе, дневной свет можно заменить искусственным [32]. 
Продолжительность засветки зависит от типа применяемой лампы и определяется эмпирически. Однажды 
определенная, эта продолжительность должна быть в дальнейшем примерно одной и той же при условии, 
разумеется, что расстояние от лампы до стекол с препаратами постоянное поскольку краситель Хёхст 33258 
поглощает ультрафиолет, то наибольший эффект даст лампа, имеющая сравнительно большой световой поток в 
диапазоне ближнего УФ-света. 

 
 

 

Рис. 9.8. Дифференциальное окрашивание 
реплицирующегося хроматина в хромосомах 
женщины. ДНК в этих клетках была обработана 
БУДР в конце S-фазы (В-импульсная метка), так 
что после FPG-окрашивания поздно 
реплицирующиеся районы хромосом оказались 
бледными. Обратите внимание на поздно 
реплицировавшуюся Х-хромосому (указана 
стрелкой) Препарат любезно предоставила К, Е. 
Бактон (К. Е. Buckton). Воспроизводится по-
Samner, А. Т. (1983), Science Progress, 68, p.p. 
543—564. 

 
 
Включение БУДР в хромосомную ДНК с последующей окраской методом FPG может быть использовано не 

только для изучения реплицирующихся сегментов, но также и для исследований сестринских обменов [36] и 
латеральной асимметрии гетерохроматина [37]. Последние задачи требуют включения бромдезоксиуридина в 
течение большого промежутка времени, за который метка включилась бы в одну хроматиду по всей ее длине (в 
случае, когда требуется дифференциальное окрашивание сестринских хроматид). Однако собственно методика 
окрашивания аналогична описанной выше за исключением времени обработки клеток в культуре. 

5.3. Дифференциальное окрашивание с высоким разрешением 
Стандартный кариотип метафазных хромосом человека содержит в расчете на гаплоидный набор около 300 

сегментов. С помощью различных методов можно получить более длинные хромосомы, на которых выявляется 
большее число сегментов, что дает возможность определять делеции меньших размеров и более точно находить 
места разрывов в хромосомах. В настоящее время достигнут результат в 2000 сегментов на гаплоидный набор, 
однако обычно методами, получившими общее название «сегментирование с высоким разрешением» (HRB, от 
англ, high resolution banding), удается получить 500—800 полос. 

Методы получения HRB можно разделить на две категории, которые однако не являются 
взаимоисключающими. В обоих случаях культивируемые клетки обрабатывают соответствующими реагентами. 
Целью обработок является синхронизация клеток в профазе или подавление конденсации хромосом. Ясно, что 
некоторые из используемых веществ могут в той или иной степени вызывать оба указанных эффекта. 
Поскольку ни одно из применяемых для HRB веществ не задерживает клетки в профазе подобно тому, как 
колхицин и его аналоги блокируют митоз на стадии метафазы, необходимо предварительно каким-либо 
способом синхронизировать клетки. С этой целью в них часто блокируют синтез ДНК, в результате чего 
накапливаются клетки, находящиеся в начале S-фазы. После замены культуральной среды на среду без 
ингибитора в клетках одновременно начинается репликация ДНК и их можно взять для эксперимента через 
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определенный интервал времени, когда они вступят в профазу. Важнейшим условием для получения хороших 
результатов является правильный выбор времени фиксации. Методы с использованием веществ, подавляющих 
конденсацию хромосом, являются сравнительно простыми: данные вещества просто добавляются в 
культуральную среду в подходящих концентрациях. 

Ни один из опубликованных до настоящего времени методов не является универсальным, поэтому вместо 
того чтобы давать здесь детальное описание методов, мы перечислим основные из них и дадим 
соответствующие ссылки. Для каждого исследуемого материала нужно экспериментально подобрать наиболее 
эффективный метод. 

5.3.1. Синхронизация клеток с помощью метотрексата [38] 
До введения метотрексата (аметоптерин; Sigma), блокирующего синтез ДНК, клетки культивируют в 

течение определенного периода времени. Ингибирование метотрексатом снимается путем помещения клеток в 
свежую среду, содержащую тимидин, где они растут в течение нескольких часов, пока не достигнут профазы. 
Харрисоном [13] описана модификация данного метода для клеток костного мозга. Препарат хромосом, 
полученный в результате синхронизации метотрексатом, может быть с успехом дифференциально окрашен с 
помощью одного красителя Райта. 

5.3.2. Синхронизация с помощью БУДР [39] 
Это по существу такой же способ синхронизации, как описанный выше (разд. 5.3.1), но вместо метотрексата 

используется БУДР (Sigma). Однако надо отметить, что помимо способности синхронизировать клетки БУДР 
обладает еще одним ценным свойством — он подавляет конденсацию хромосом. После обработки этим 
веществом можно применять различные методы дифференциального окрашивания, например ASG-метод (разд. 
4.2.1) или R-окраску (разд. 4.3). Поскольку БУДР во время обработки включается в ДНК, для получения 
сегментов может быть использован FPG-метод [35] (разд. 5.2). 

5.3.3. Синхронизация с помощью ФУДР [13, 40] 
Фторурацилдезоксирибозид (Sigma) используется так же, как и метотрексат. Первый, однако, имеет то 

преимущество, что блокирование синтеза ДНК, которое он вызывает, можно снять просто добавлением 
тимидина, и тогда репликация ДНК начинается в присутствии ФУДР. После такой обработки можно применять 
стандартные методы дифференциального окрашивания. Кроме тимидина для снятия блока можно использовать 
БУДР и краситель Хёхст 33258, что приводит к включению БУДР в состав хромосомной ДНК и позволяет 
применить для окрашивания FPG-метод [35]. Оба вещества, и БУДР, и Хёхст 33258, ингибируют конденсацию 
хромосом. 

5.3.4. Ингибирование конденсации хромосом с помощью меркаптоэтанола [41] 
Лимфоциты культивируют обычным способом, но в конце культивирования клетки обрабатывают в течение 

10 мин при 37 °С гипотоническим раствором, содержащим 0,075 М КС1 и 0,075 М 2-меркаптоэтанола. Затем на 
10 мин добавляют колцемид, после чего хромосомные препараты изготавливаются обычным способом (разд. 3). 
Хромосомы могут быть дифференциально окрашены с помощью метода Гимза с обработкой трипсином (разд. 
4.2.2) или акрихином (разд. 4.4). 

5.3.5. Ингибирование конденсации хромосом с помощью этидиумбромида [42] 
Перед фиксацией стандартную культуру лимфоцитов человека инкубируют в течение 2 часов с 

этидиумбромидом (фирма ВОН) в концентрации 5—10 мкг/мл и колцемидом в концентрации 0,02 мкг/мл. 
Гипотоническую обработку, фиксацию и получение препаратов расправленных хромосом производят 
стандартным методом (разд. 3), а окрашивание для выявления G-сегментов производится с помощью метода 
Гимза с обработкой трипсином (разд. 4.2.2). Этим способом также можно получить удовлетворительную 
окраску Q-сегментов (разд. 4.4). 

Результаты окрашивания хромосом человека HRB-методом представлены на рис. 9.9. На нем одновременно 
видны преимущества и недостатки HRB-метода. Хотя с помощью данного метода выявляется значительно 
больше сегментов, чем при простом дифференциальном окрашивании метафазных хромосом, однако многие 
детали трудно различить. Рисунок сегментации хромосом виден недостаточно четко, что затрудняет их 
идентификацию, а поскольку сегментов много, то вполне можно допустить, что различия между гомологами 
объясняются только техническими причинами. Для проверки того, существуют ли различия между гомологами 
в действительности, необходимо просмотреть большое число препаратов расправленных хромосом. Другая 
проблема состоит в том, что в результате удлинения хромосом увеличивается вероятность их наложения друг 
на друга в препарате. Тем не менее, HRB-метод уже хорошо зарекомендовал себя при идентификации 
маленьких делеций в хромосомах, особенно в раковых клетках. 

5.4. Мечение кинетохоров с помощью сыворотки больных CREST-синдромом 
Опубликованные методы окрашивания кинетохоров хромосом красителем Гимза или серебром не дают 
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очень хороших результатов. В то же время сыворотка больных аутоиммунным заболеванием, CREST-
вариантом склеродермии, содержит антитела, специфически реагирующие с кинетохорами [7]. Предлагаемый 
ниже метод иммуноцитохимического выявления кинетохоров с помощью данной сыворотки не может быть 
рекомендован в качестве стандартного по следующим причинам: 

1) поскольку кинетохорный антиген очень лабилен, для его выявления не годятся стандартные препараты 
хромосом, зафиксированных смесью метанол—уксусная кислота; 

2) необходимая для данного метода аутоиммунная сыворотка больных CREST-синдромом не является 
широкодоступной и не поставляется коммерческим путем; 

3) различные образцы сыворотки обладают сродством к разным кинетохорным антигенам и могут также 
связываться с другими, некинетохорными антигенами, что затрудняет интерпретацию результатов; 

4) качество получаемых при данной методике препаратов расправленных метафазных хромосом обычно 
низкое. 

 

 

Рис. 9.9. Дифференциальное 
окрашивание хромосом с высоким 
разрешением. Обратите внимание 
на наличие гораздо большего по 
сравнению с метафазными 
хромосомами (рис. 9.3) количества 
сегментов. Микрографию любезно 
предоставил Г. Споварт (G. 
Spowart). Воспроизводится по 
Samner АТ (1983), Science Progress, 
68, p.p. 543—564. 

 
Тем не менее данная процедура полезна, особенно для изучения дицентрических хромосом, у которых одна 

из центромер может иметь активные или «неактивные» (немеченые) кинетохоры. 
1. Приготовление хромосомного препарата: клетки культивируют обычным образом и для набухания 

обрабатывают гипотоническим раствором (разд. 3). Затем, не фиксируя, клетки центрифугируют на центрифуге 
Cytospin (Shandon Southern Instruments), осаждая их на предметные стекла. После центрифугирования стекла 
вынимают из центрифуги и дают им высохнуть. 

2. Препарат расправленных хромосом фиксируют чистым ацетоном или чистым метанолом в течение 10 мин 
при -20 °С в морозильнике. После фиксации препараты высушивают. 

3. Препарат хромосом инкубируют в течение 30 мин при комнатной температуре с сывороткой больных 
CREST-синдромом, разведенной ФСБ (раствор А Дальбекко, Oxford Ltd). Образцы CREST-сыворотки можно 
получить в ревматологическом отделении больницы. Хотя данная сыворотка практически всегда связывается с 
кинетохорами, она может связываться и с другими клеточными структурами, так что специфичность каждого 
образца сыворотки необходимо проверять. Оптимальное разведение сыворотки надо подбирать эмпирически. 
Для начала воспользуйтесь разведением 1 : 500. Нанесите каплю разбавленной сыворотки на препарат 
хромосом и накройте его покровным стеклом. Затем стекло надо перенести во влажную камеру (пластиковый 
контейнер подходящих размеров, на дне которого лежит влажная фильтровальная бумага). 

4. Промойте стекла в трех сменах ФСБ и стряхните с них избыток жидкости. 
5. Проинкубируйте препарат в течение 30 мин при комнатной температуре во влажной камере в капельке 

меченных ФИТЦ антител против человеческих антител (разведение 1:5 в том же буфере), как указано выше 
(этап 3). 

6. Промойте стекла в трех сменах ФСБ. 
7. Заключите препараты в смесь Citifluor ФСБ (AF3, Citifluor Ltd) и замажьте края покровного стекла 

резиновым клеем (разд. 4.4.1). Данная заливочная среда специально разработана для того, чтобы замедлять 
выцветание флуоресцеина. 

Хромосомы иногда можно опознать по их слабому неспецифическому свечению, но лучше дополнительно 
окрасить их каким-нибудь флуорохромом, специфическим для ДНК. Подходящими для этого красителями 
являются ДАФИ (разд. 5.1), Хёхст 33258 (разд. 5.2) и этидий. Хромосомы можно окрасить в растворе 
этидиумбромида (10 мг/мл в ФСБ) в течение 5 мин, а затем промыть тем же буфером перед заключением 
препарата. При применении ДАФИ или Хёхста 33258 флуоресценция ДНК возбуждается ультрафиолетом, так 
что флуоресценция хромосом и кинетохоров не будет видна одновременно (при использовании одного 
комплекта светофильтров). Флуоресценция ФИТЦ, как и этидиумбромида, возбуждается синим светом, так что 
при их использовании хромосомы и кинетохоры видны одновременно (рис. 9.10). Последний способ дает 
наиболее удовлетворительные результаты, но важно не перекрасить препарат этидиумбромидом, 
флуоресценция которого может оказаться настолько яркой, что флуоресценция от кинетохоров не будет видна. 
Для уменьшения общей окраски хромосом можно развести раствор этидиумбромида или уменьшить 
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длительность окрашивания. 

 

 

Рис. 9.10. Иммунофлуоресцентное 
окрашивание кинетохоров с 
помощью сыворотки больных 
CREST-синдромом. Вторичное 
окрашивание ФИТЦ-меченными 
IgG против человеческих 
иммуноглобулинов. 
Дополнительное окрашивание 
этидиумбромидом, Микрографию 
любезно предоставил Г, Споварт (G. 
Spowart). 

 

6. Наблюдение и регистрация сегментов хромосом 
Большинство структурных особенностей хромосом, которые можно выявить с помощью 

дифференциального окрашивания, видны на пределе или близко к пределу разрешения обычной световой 
микроскопии. Отсюда следует, что для исследования сегментов хромосом необходим хороший микроскоп, 
снабженный высококачественными объективами и правильно настроенный. Требуется также 
высококачественная фотонасадка или встроенная фотокамера. Фотографии обычно используются не только для 
публикации, но и для первичного анализа кариотипа. Как правило, препарат хромосом легче изучать не при 
наблюдении в микроскоп, а сравнивая и подбирая изображения отдельных хромосом, вырезанные из 
фотографии, и сопоставляя их с наблюдаемыми непосредственно в микроскопе. 

Практические указания относительно настройки микроскопа содержатся в гл. 1 [43], так что нет 
необходимости повторять эту информацию. Вместо этого, здесь будут рассмотрены специальные аспекты 
микроскопии, относящиеся к использованию описанных выше методов дифференциального окрашивания. В 
общем условия наблюдений при работе с поглощающими красителями существенно отличаются от условий 
работы с флуоресцентными красителями, но одно общее для них требование нужно отметить. Это применение 
объективов с плоским полем зрения, которые желательно использовать при всех способах визуальных 
исследований и при фотографировании хромосом. Если применяются другие объективы, то при наведении 
резкости на центр метафазной пластинки края ее будут не в фокусе. Постоянно наводить на фокус, переводя 
взгляд с одной хромосомы на другую, очень утомительно и, разумеется, сравнивать хромосомы становится 
гораздо сложнее, когда только одна из них находится в фокусе в каждый данный момент времени. 

6.1. Наблюдение сегментации с помощью поглощающих красителей 
В настоящей главе рассматриваются поглощающие красители Гимза и серебро. В идеале для удобных и 

удовлетворительных исследований хромосомы должны иметь правильную плотность окраски и достаточный 
контраст, но на практике это достигается не всегда. В некоторых случаях существует возможность вновь 
окрасить препараты или, в случае серебрения ядрышковых организаторов, дополнительно окрасить их. Однако 
иногда этого сделать нельзя, или дополнительная окраска не дает требуемого улучшения картины. Таким 
образом, полезно иметь быстрый метод проверки качества препаратов до их заключения (чтобы их можно было 
при необходимости вновь окрасить), а также владеть оптическими методами усиления плотности и контраста 
для неидеальных препаратов. 

Поскольку метафазные пластинки могут встречаться на стекле гораздо реже, чем интерфазные ядра, то для 
поиска пластинок необходимо использовать объектив малого увеличения (х10). Но объектив с малым 
увеличением не позволяет увидеть сегменты. С помощью объектива Х40 можно обычно увидеть, есть 
сегментация или нет, однако этого увеличения недостаточно, чтобы оценивать качество препаратов и тем более 
исследовать их. Даже в случаях тех растений и земноводных, хромосомы которых столь велики, что их можно 
отчетливо видеть при малом увеличении, анализ сегментации следует все же проводить при максимально 
возможном разрешении микроскопа, чтобы быть уверенным в том, что никакие детали вы не пропустите. 
Таким образом, для определения качества препарата обычно нужен масляно-иммерсионный объектив с 
увеличением Х90 или Х100. Это означает, что если требуется повторная окраска или какая-либо другая 
дополнительная обработка препарата (например, двойное окрашивание различными методами), то, прежде 
всего, необходимо тщательно удалить с препарата масло. Для этого нужно поместить препарат в 
гистологический стаканчик с ксилолом и держать его там до тех пор, пока на стекле не исчезнут видимые 
следы масла, затем промыть препарат чистым ксилолом и дать ему высохнуть под тягой. Вместо 
иммерсионных объективов для цитогенетической работы можно рекомендовать объектив Epiplan X80 фирмы 
Zeiss [32]. Данный сухой объектив имеет короткий рабочий отрезок, и при работе с ним препарат не надо 
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накрывать покровным стеклом. 

Контраст изображения дифференциально окрашенных хромосом можно усилить двумя способами: 
применяя фазовоконтрастную микроскопию либо соответствующие светофильтры. Дифференциальный 
интерференционный контраст (по Номарскому) для данных целей не подходит, так как при использовании 
этого метода контраст повышается только в одном направлении, тогда как хромосомы ориентированы в 
препарате во всех направлениях. Фазовый контраст применяется для улучшения наблюдения R-сегментов, 
которые иногда бывают довольно бледными. Его можно также применять для наблюдения при серебрении 
ядрышковых организаторов, когда сами организаторы черные и хорошо видны, а плечи хромосом бледные и 
видны плохо. Фазовый контраст существенно улучшает условия наблюдения хромосом; посеребренные 
ядрышковые организаторы выглядят не черными, а яркими объектами на темном фоне. Следует подчеркнуть, 
что фазовый контраст улучшит изображение только при наличии какой-либо окраски хромосом, пусть даже и 
бледной. Поскольку среда, в которую заключен препарат, имеет показатель преломления, приближающийся к 
показателю преломления хромосом, то в случае полного отсутствия окраски метод фазового контраста не 
позволяет получить изображение. 

Хорошо разработан метод применения светофильтров для повышения контраста. Нужный фильтр 
выбирается просто по признаку того, что полоса пропускания соответствует спектру поглощения красителя. В 
случае хромосом, окрашенных методом Гимза, максимум поглощения приходится на 550 нм, следовательно 
рекомендуется зеленый фильтр. В большинстве случаев подходит фильтр с широкой полосой пропускания, но 
для получения большего контраста можно воспользоваться интерференционным узкополосным фильтром. 
Использование зеленого фильтра позволяет избежать утомления глаз при долгой работе с хромосомными 
препаратами [44]. Если окраска по Гимза оказалась слишком плотной, то можно уменьшить контраст 
изображения и лучше выявить сегменты, применяя красный светофильтр. Однако работать с ним больше 
нескольких минут очень утомительно, поэтому лучше отмыть препарат от краски и окрасить его вновь с 
меньшей интенсивностью. При серебрении ядрышковых организаторов плечи хромосом окрашиваются в 
желтый цвет, и контраст может быть усилен с помощью бледно-синего светофильтра. Темно-синий 
светофильтр увеличит контраст еще больше, но, как и красный, он очень быстро вызывает утомление глаз. 

6.2. Наблюдение сегментации хромосом, окрашенных флуоресцентными 
красителями  

При дифференциальном окрашивании флуоресцентными красителями хромосомы обычно дают 
сравнительно слабую флуоресценцию, поэтому для работы требуется флуоресцентный микроскоп высокого 
качества. Имеется подробное описание такого микроскопа ([45]; гл. 6). Необходимыми качествами его 
являются: максимально возможная эффективность освещения и собирания света флуоресценции, которая 
достигается при помощи эпиосвещения (свет проходит через объектив) и путем использования объективов с 
максимально возможным светопропусканием. Такие объективы, изготавливаемые специально для работы с 
флуоресценцией, можно приобрести у основных фирм — изготовителей микроскопов и ими следует 
пользоваться всегда, когда это возможно. К сожалению, не всем доступны лучшие из имеющихся микроскопов, 
но необходимо подчеркнуть, что при использовании флуоресценции качество результатов прямо связано с 
качеством микроскопа, и некоторые детали могут быть не видны, если применяется недостаточно совершенное 
оборудование. 

Для флуоресцентной микроскопии требуются возбуждающие светофильтры, которые позволяют освещать 
препарат только светом определенной длины волны (вызывающим флуоресценцию), и запирающие 
светофильтры, которые отрезают возбуждающий свет и пропускают только свет флуоресценции. При 
эпиосвещении эти светофильтры применяются в сочетании с дихроичным зеркалом, которое усиливает их 
эффект. Очевидно, что для получения оптимальных результатов необходимо подбирать систему светофильтров 
и дихроичное зеркало так, чтобы они как можно лучше соответствовали характеристикам используемого 
флуорохрома. Применение неправильной комбинации светофильтров может привести к тому, что появится 
интенсивная неспецифическая флуоресценция, в то время как специфическая флуоресценция, которую 
надеялись увидеть, не будет различима. В настоящее время большинство фирм — изготовителей микроскопов 
встраивают дихроичное зеркало, возбуждающий и запирающий светофильтры в единый блок и поставляют 
большой набор таких блоков, специально рассчитанных на характеристики определенных флуорохромов. Как 
уже отмечалось, применение несовершенных систем приведет к тому, что некоторые детали препарата будут 
плохо видны. В табл. 9.4. приведены блоки фильтров, рекомендуемых различными фирмами-изготовителями; к 
сожалению, в данной области нет единой номенклатуры и блоки фильтров нельзя переставить с одной модели 
микроскопа на другую. 

Серьезной проблемой при флуоресцентной микроскопии всегда является выцветание флуоресценции под 
действием света. Используемые для окраски хромосом флуорохромы подвержены выцветанию так же, как и все 
остальные. Выцветание ФИТЦ, как отмечалось выше, может быть замедлено, если применить 
соответствующую среду для заключения препаратов (разд. 5.6), а флуоресценция ДАФИ становится более 
стабильной, если препараты перед просмотром оставить на ночь (разд. 5.1). Способов уменьшить выцветание 
акрихина не существует, поэтому здесь важно использовать микроскоп и особенно объективы с высоким 
светопропусканием. Последнее очень существенно при фотографировании, когда важно зафиксировать 
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изображение до того, как оно выцветет. 

6.3. Фотографирование сегментированных хромосом 
Фотографирование сегментированных хромосом требуется для получения фиксированного изображения для 

публикации и в особенности для детального анализа распределения полос (сегментации). Анализ картин 
флуоресцентной окраски просто необходимо делать на фотоотпечатках, так как нереально сделать его под 
микроскопом прежде, чем препарат выцветет. Стандартный способ анализа кариотипа состоит в том, что 
хромосомы вырезают из фотографии и подбирают попарно; разумеется данный метод равно применим к 
флуоресцирующим и нефлуоресцирующим хромосомам. 

 
Таблица 9.4. Рекомендуемые наборы светофильтров для наблюдения 

флуоресценции красителей, описанных в данной главе 
 

Фирма — изготовитель Флуоресцентный краситель 

 ДАФИ ФИТЦ Акрихин 
Leitz A 12/3  E3  
Nikon UV — 1A  В— 2А, E или Н BV— 1A 
Olympus A  B 
Reichert  IU1 IB2 IV2 
Zeiss (Obercochen) 02 09 06 

 
Общие принципы фотографирования дифференциально окрашенных хромосом были описаны Дэвидсоном 

[46]. Первое условие состоит в том, чтобы микроскоп был правильно настроен ([43], и гл. 3). При 
использовании нового оборудования, независимо от того, применяете вы простейшую ручную или полностью 
автоматизированную фотокамеру, всегда необходимо отснять пробную пленку. Различные экспозиции 
устанавливают путем изменения времени выдержки в ручной камере и путем изменения значения 
чувствительности пленки в автоматической камере. При пробной съемке нужно устанавливать 
чувствительность как большую, так и меньшую, чем та, что указана изготовителем пленки. В процессе съемки 
необходимо записывать все данные о напряжении лампы, использованных фильтрах, времени экспозиции, и, 
конечно, о типе пленки и методе проявления — они пригодятся в дальнейшем. 

В общем случае для фотографирования хромосом, дифференциально окрашенных всеми способами (G-, С-, 
R- и Q-методами) подходит пленка Kodak Technical Pan, проявляемая в соответствии с рекомендациями 
изготовителя. Однако при слабой флуоресценции данная пленка может быть недостаточно чувствительной, и 
следует воспользоваться более чувствительной пленкой, типа Kodak Tri-X. Пленки такого типа имеют более 
крупное зерно и поэтому с точки зрения разрешения мелких деталей они хуже. Тем не менее их использование 
— это единственный выход, если необходимо получить изображение слабо флуоресцирующих объектов. 
Помимо проблемы выцветания флуоресценции, из-за которой нужно использовать высокочувствительные 
пленки, при слабом свечении объектов, когда требуются длительные экспозиции, возникает еще проблема 
реципрокного несоответствия. По существу это означает, что чем больше выдержка, тем ниже 
чувствительность пленки. При очень слабой флуоресценции, таким образом, может оказаться необходимым 
снизить значение чувствительности пленки до половины или до четверти от той, которая применяется при 
съемке ярких объектов. Чтобы определить наилучшую для данного препарата экспозицию, лучше всего отснять 
пробную пленку. 

Недавно фирмой Kodak была выпущена новая пленка под названием Т-max, у которой мелкое зерно 
сочетается с высокой чувствительностью (400 ед. ASA). Данная пленка обладает большими потенциальными 
возможностями для фотомикрографии и может намного больше подходить для фотографирования слабо 
флуоресцирующих объектов, чем обычные пленки. 

6.4. Специальные методы исследования сегментов хромосом 
До сих пор эта глава была посвящена способам получения дифференциально окрашенных хромосом, их 

непосредственного наблюдения и фотографирования. В данном разделе внимание будет обращено на 
некоторые другие, в настоящее время не столь широко распространенные методы, которые позволяют получать 
дополнительную информацию о сегментированных хромосомах. Для данных методов не существует 
стандартных процедур, поэтому ниже будут рассмотрены только их основные принципы и даны ссылки на 
источники подробной информации. 

6.4.1. Получение профилей сегментов 
Полезным способом представления сегментации в хромосомах является получение профилей сегментов, т. 

е. графическое изображение различий в плотности окраски или в интенсивности флуоресценции по длине 
хромосом. Такие профили более удобны для проведения сравнений между хромосомами, т. к. они позволяют 
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определять небольшие отличия в рисунках сегментации и являются основой для количественного и 
автоматического анализа. 

Профили сегментации можно получить непосредственно с окрашенных препаратов или, в особенности в 
случае флуоресцентного окрашивания хромосом, с фотографий. В последнем случае, из-за свойств 
фотоэмульсии, высота пиков на профилях не будет точно соответствовать интенсивности флуоресценции. 
Профиль может представлять собой просто линию, которая получается при проведении сканирования вдоль оси 
хромосомы, либо изображение всей хромосомы может быть оцифровано и представлено для дальнейшей 
обработки в виде двумерной карты. Первый способ проще, и он часто дает удовлетворительные результаты, но 
при его использовании учитывается только часть информации, а на результаты сильно влияют даже небольшие 
отклонения между линией сканирования и осью хромосомы, поэтому теоретически для получения более 
удовлетворительных результатов лучше использовать полную цифровую карту. 

Для получения профилей сегментации применяется разнообразное оборудование. Раньше, несмотря на 
возможность использования стандартных приборов, для этих целей часто конструировали специальное 
оборудование, которое приспосабливали для решения конкретной задачи. Оборудование для изучения 
сегментации хромосом должно давать такое разрешение, которое позволит различить достаточно малое 
расстояние между соседними измеряемыми точками — близкое к 0,05 мкм [47]. 

Удовлетворительное качество профилей сегментации было достигнуто в нашей лаборатории при 
использовании микроденситометра Vickers M85. Его можно подключить к двухкоординатному плоттеру, и 
создать систему, которая работает следующим образом. Микроденситометр настраивают на наибольшее 
возможное разрешение, для чего в ход лучей вводится ахроматический масляно-иммерсионный конденсор. 
Выбранная хромосома ориентируется так, чтобы пятно сканирования перемещалось вдоль ее оси. При этом в 
качестве оси сканирования может быть выбрана ось X или У. Для получения максимального разрешения 
следует установить минимальную диафрагму сканирования, которая при использовании объектива ХЮО даст 
номинальный размер пятна 0,2 мкм. В качестве объектива применяется ахромат с плоским полем зрения 
(«Microplan»). Поскольку измерения проводятся в монохроматическом свете, дополнительная коррекция 
цветного изображения, даваемая апохроматами, здесь не нужна. Пятно с помощью ручной подачи медленно 
перемещают вдоль оси хромосомы. Выходной сигнал, величина которого пропорциональна положению пятна, 
выводится на ось X самописца, а значение плотности в соответствующей точке — на ось У. Типичный пример 
результатов сканирования представлен на рис. 9.11. При установке в плоскость полевой диафрагмы 
соответствующего адаптера тот же прибор может использоваться для получения профилей с негативов [48]. 

Многие из имеющихся в продаже анализаторов изображения несомненно пригодны для получения 
профилей сегментации хромосом, но при использовании любой системы критическим условием является ее 
разрешающая способность. В анализаторах изображения ее определяют телекамера, вспомогательное 
электронное устройство для обработки изображения, а также сам микроскоп. Прежде чем заказывать систему 
анализа изображения для получения профилей сегментации, будущий пользователь должен внимательно 
проверить ее возможности применительно к данной задаче. Очень важно знать также, какую обработку 
изображения можно проводить после того, как профиль получен. Особую ценность представляет возможность 
сравнения разных хромосом внутри клеток с хранящимися в памяти данными. Для этого система должна 
позволять уравнивать по длине гомологичные хромосомы из разных клеток, которые могут быть 
конденсированными в различной степени. Особенно ценным качеством системы является возможность 
получения профилей с изогнутых хромосом. Поскольку лишь в немногих метафазных пластинках нет 
изогнутых хромосом, то невозможность провести их анализ является серьезным ограничением. С результатами, 
которые получаются при использовании совершенного оборудования, можно ознакомиться в работе Пипера 
[49]. 

 

 

Рис. 9.11. Профили оптической 
плотности для отдельных 
хромосом человека из разных 
клеток (окрашивание G-
методом). Вертикальные линии 
на всех профилях отмечают 
положение центромеры. 

 

 

6.4.2. Отражательная микроскопия 
Павловитский с соавторами [50]: описали метод исследования сегментированных хромосом, основанный на 

использовании отражательной микроскопии в косом падающем свете. Для этого типа микроскопии хромосомы 
обрабатывают в течение короткого промежутка времени трипсином для удаления покрывающего их слоя белка 
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и дифференциально окрашивают" любым подходящим методом. Затем их можно покрыть тонким слоем золота 
в напылительной установке, но если вы имеете достаточно мощный источник света, то напыление можно не 
производить. Препараты просматривают не заключая и без покровного стекла, используя оборудование, 
основанное на Opak system фирмы Leitz [50]. Авторы сообщают, что при микроскопии в отраженном свете им 
удалось увидеть больше деталей, чем в проходящем свете. 

6.4.3. Измерение полиморфизма хромосом 
Полиморфизмы, или гетероморфизмы (и то и другое обозначает различия между гомологичными 

хромосомами), — явления очень распространенные. К ним относятся различия, выявляемые в С-сегментах, 
полиморфизм размеров которых оказался универсальным явлением для животного и растительного мира; 
значительный полиморфизм обнаруживается также при серебрении ядрышковых организаторов; кроме того, 
полиморфизм яркости обнаруживается у Q-сегментов хромосом человека. 

Полиморфизмы хромосом исследовали в связи с задержкой умственного развития, бесплодием и 
заболеванием раком у людей, однако в результате этих исследований не было обнаружено никаких четких 
корреляций. У мышей особенности С-сегментов характеризуют различные линии животных. Размеры 
окрашенных серебром ядрышковых организаторов до некоторой степени коррелируют с количеством 
рибосомных генов. На практике полиморфизмы хромосом используются в качестве маркеров для выявления 
отцовства, выяснения происхождения добавочных хромосом или дополнительного хромосомного набора при 
трисомии или триплоидии, в качестве маркеров для определения групп сцепления, а также как маркеры 
пересаженных тканей. 

Измерение полиморфизмов хромосом связано с особыми проблемами. Во-первых, малые размеры сегментов 
заставляют проводить измерения на пределе разрешающей способности микроскопа, что неизбежно ведет к 
появлению соответствующих ошибок. Во-вторых, результаты окрашивания могут несколько варьировать, так 
что С-сегменты могут выглядеть более Шли менее крупными в зависимости от интенсивности окрашивания. 
Данный эффект может усиливаться при фотографировании. В-третьих, гетерохроматиновые сегменты 
конденсируются не одновременно с эухроматиновыми участками, поэтому относительные размеры сегментов 
варьируют в зависимости от степени конденсации хромосом. 

Многие исследователи не пытаются определять размеры полиморфных С-сегментов, но тем не менее делают 
в отношении них важные заключения. Официальные рекомендации, существующие для описания 
полиморфизмов человеческих хромосом [51], предполагают классификацию их по пяти категориям, однако 
часто бывает трудно распознать более трех (мелкие, средние и крупные). Во всяком случае при отсутствии 
какого-либо стандарта трудно проводить сравнение полиморфизмов у разных индивидуумов. В качестве 
стандарта для человеческих хромосом было выбрано короткое плечо 16-й хромосомы (16р) [52], и С-сегменты 
предлагается классифицировать по отношению к данному плечу. Такого рода стандарты, по-видимому, не были 
предложены для других видов, хотя подобную процедуру во многих случаях следовало бы делать, если нельзя 
использовать действительно количественные методы. 

Для хромосом с вариабельными С-сегментами можно измерять длину хромосом [53] или содержание ДНК 
[54], а затем сравнивать их с гомологами или с какими-либо другими хромосомами, не содержащими заметно 
варьирующих С-сегментов [в человеческом кариотипе к таким относятся хромосома 2 или группа F 
(хромосомы 19—20)]. Хотя при этом сам по себе вариабельный сегмент и не измеряется, такие методы очень 
полезны, особенно в отношении С-сегментов. 

Многие авторы делают попытки проводить прямые измерения размеров С-сегментов, соотнося их с 
размерами целых хромосом. Такие определения можно проводить с помощью простых профилей [55] или 
путем интегральных измерений целых хромосом [56]. Недавно для решения данной проблемы были применены 
анализаторы изображения [57]. Однако какой бы метод не использовался, в дополнение к описанным выше 
проблемам существует еще одна — где провести границу С-сегмента. Сравнение разных подходов к решению 
данной проблемы проводится в работе Мэзона и др. [56]. 

В некоторых случаях видно, что С-сегменты разделяются на субъединицы, число которых можно 
использовать для определения размера сегмента [58]. Для демонстрации субъединиц Вегнер и Павловитский 
[59] предложили использовать отражательную микроскопию. Метод подсчета субъединиц в С-сегментах 
достаточно объективен и не имеет тех недостатков, которые присущи методам, основанным на измерениях. В 
то же время не очевидно, что все субъединицы в сегментах эквивалентны [58], и, кроме того, в большинстве 
случаев в С-сегментах вообще не обнаруживается подразделения на субъединицы. 

Метод измерения окрашенных серебром ядрышковых организаторов отличается от метода измерения С-
сегментов в двух аспектах. Преимуществом первого метода является высокая степень контраста между черным 
организатором и бледно-желтой окружающей областью, благодаря чему уменьшаются проблемы, связанные с 
интенсивностью окраски. Но с другой стороны, размеры ядрышковых организаторов очень малы, из-за чего 
измерять их еще более трудно, чем С-сегменты. Успешные измерения посеребренных ядрышковых 
организаторов были выполнены с помощью системы анализа изображения с высоким разрешением Zeiss Micro-
Videomat (Zeiss, Oberkochen) [60]. С помощью данной установки окрашенные серебром области измерялись с 
ошибкой всего лишь в 1%. 

Задача определения полиморфизмов в( хромосомах человека по флуоресценции акрихина отличается от 
задачи измерения полиморфизмов в случае С-сегментации и серебрения ядрышковых организаторов, поскольку 
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Q-сегменты различаются по своей яркости, но не по размерам. Рекомендуется субъективно сравнивать их с 
другими, неполиморфными районами хромосом [51], однако здесь мешает то, что общий уровень 
флуоресценции в пределах одной метафазной пластинки может варьировать. Если полиморфизм Q-сегментов 
исследуют на фотографиях, то необходимо удостовериться, что при фотографическом процессе содержащаяся в 
изображении информация не потерялась. Овертон и др. [63] рекомендуют печатать фотографии, используя 
серию различных выдержек, чтобы Q-сегменты всех уровней яркости могли хорошо зафиксироваться на 
отпечатке. Шнедл и др. [61] описали применение профилей сегментации для измерения яркости полиморфных 
районов. Это действительно полезный метод, хотя без специальных предосторожностей измеряемые величины 
не будут пропорциональны интенсивности исходной флуоресценции. Подробное обсуждение проблем, 
связанных с получением количественных данных с помощью флуоресценции, можно найти у Ван-дер-Плога и 
др. [62]. 

Хотя и не существует универсального метода для измерения полиморфизмов хромосом, тем не менее во 
всех случаях, когда это возможно, нужно пытаться проводить измерения, поскольку очень важно пользоваться 
количественными данными, а не субъективными впечатлениями. Для этого могут применяться системы анализа 
изображения с высоким разрешением, которые находят в последнее время все большее применение. В любом 
случае результаты измерений зависят от качества исходной окраски, от настройки микроскопа, которая должна 
быть оптимальной, и, если используется фотография, от тщательности воспроизведения изображения. Чтобы 
получить достоверные количественные данные и достичь наилучших результатов, необходимо понимать суть 
происходящих процессов и обращать внимание на детали. 
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