
  شرکت آوین بنیان ژن خدمات تخصصی زارشگ
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 2 از 1صفحه :                                                                                                                                    یکشماره ویرایش :  

 

 ی میکروسکوپیها جهت مطالعهآماده سازی بافت

 تثبیت ساختار بافتی نمونه های جدا شده

باعث فاسد شدن و تخریب ساختمان سلولی و بافتی  های درون سلولیآنزیم فعالیتیا جدا سازی بافت بعد از مرگ 

قرار گیرد.   1ثابت کننده ترکیباتر ، نمونه بافتی بایستی بلافاصله داین تغییراتگردد. بنابراین برای جلوگیری از می

ا و بافتها، جلوگیری ها شده و از انهدام ساختمان سلولهآنزیمتخریب ، باعث پروتئینها محلولهای ثابت کننده ضمن پیوند با

های آسیب شناسی  برای استفاده در آزمایشگاه محلولترین معمولی اما، زیاد استمحلولهای فیکساتیو بسیار تنوع  .کنندمی

  .باشددرصد می 10و بافت شناسی فرمالین 

 :%10ینفرمالآماده سازی 

 %10ی فرمالین مواد تهیه

 لیترمیلی 100 فرمالین تجاری

Na2HPO4 5/6 گرم 

NaH2PO4 4 گرم 

 لیترمیلی 900 آب مقطر

 

محلول ن ایفرمالین تجاری به سپس و شد لیتر آب مقطر حل میلی 400در  4HPO2Naگرم  5/6و  4PO2NaHگرم  4ابتدا 

 لیتر رسانده شد. 1ی آب مقطر به وسیلهبهحجم آن اضافه شده، 

 3و کلسیم گیری 2وشو با آبشست

با آب  یجایگزینباعث است که این مرحله  انه روزیک شبمدت  ها در زیر آب جاری بهدادن بافتشامل قرار  این فرایند

 سپس نمونه ها به مدت چند هفته )تا زمانی که نمونه ها نرم شوند( در محلول  شودوجود در بافت میساز می ثابتماده

                                                           
1 Fixative 
2 . Washing out 

http://daneshnameh.roshd.ir/mavara/mavara-index.php?page=%D9%BE%D8%B1%D9%88%D8%AA%D8%A6%DB%8C%D9%86
http://daneshnameh.roshd.ir/mavara/mavara-index.php?page=%D9%BE%D8%B1%D9%88%D8%AA%D8%A6%DB%8C%D9%86
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 2 از 2صفحه :                                                                                                                                    یکشماره ویرایش :  

 

EDTA % 14 .قرار گرفتند 

 5سازیشفافو  4یگیرآب

 شد.نه ها خارج از نمو (100% تا 50های الکلی با غلظت فزاینده )از غلظت %محلولبا استفاده از آب موجود در بافت 

مرحله  . اینگشتل ، جایگزین الکرا دارد کنندهالکل و محیط سفت با آمیزش یتقابلکه  زایلن به نام سپس یک حلال آلی

له این مرح .ده شدداها در پارافین مذاب قرار بافتدر نهایت  شفاف سازی نام دارد. و شده هابافت شدن ترشفافباعث 

 د.شدستگاه هیستوکینت انجام  توسط

 6گیریقالب

ز ای برش هیهشوند تا ت محیط جامد می اینها در بافت ،شدبافت در یک قالب کوچک محتوی پارافین مذاب قرار داده 

   ها آسان گردد.آن

 7دهیبرش

-قالب نظورمبدین ند. ی برش توسط میکروتوم نمایان کنشوند تا بافت را برای تهیهیهای پارافینی حاصله تراشیده مقالب

  .شدمیکرومتر تهیه  5هایی با ضخامت شده در میکروتوم قرار داده شده و برشهای سخت

 8آمیزیرنگ

رنگ لولی کاملا بیسی خارجها و مادهبیشتر سلولچرا که  آمیزی شوندی میکروسکوپی باید رنگها جهت مطالعهنمونه

. اغلب باشداین اجزا از هم میسر تا تفکیک کنند، بافتی را مشخص می متفاوت قسمت هایآمیزی های رنگهستند. روش

تر های بازی راحتبا رنگدارند . اجزای سلولی آنیونی که بار منفی زی هستنداسیدی یا باترکیبات  مورد استفادههای رنگ

                                                                                                                                                                                                               
3.  Decalcification  
4 . Dehydration 
5 . Clearing 
6 . Blocking 
7 . Sectioning 
8 . Staining 
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 2 از 3صفحه :                                                                                                                                    یکشماره ویرایش :  

 

-ها تمایل به رنگپروتئین مثل شوند، اجزای کاتیونینامیده می 9بازوفیل این اجزا ای ومانند اسیدهای هسته گیرندرنگ می

 شوند.نامیده می 10های اسیدی دارند و اسیدوفیل

در این روش  .ستااز پر کاربردترین ترکیبات ( H&E) آمیزی، ترکیب هماتوکسیلین و ائوزینهای رنگروش تماممیان  در

قابل م. در ی شودم های اسیدیاختمانسهسته و سایر  درآبی تیره یا ارغوانی باعث ایجاد رنگ هماتوکسیلین  میزی،رنگ آ

 .کند ائوزین سایر اجزای سیتوپلاسم و کلاژن را صورتی رنگ می

 ائوزین-آمیزی هماتوکسیلینرنگ

ای هود. برششها باز شدند تا چروک آن ماری منتقلسطح آب داخل بن روی میکروتوم به به وسیلههای تهیه شده برش

به ها  نمونه شفاف سازیجهت  دقیقه خشک شدند. 30مدت  و به شدند با استفاده از لام از سطح آب برداشته ترمناسب

 دند. شقرار داده  گزیلل اضافی روی تامپونبرای حذف ها در ادامه، لامغوطه ور شدند.)زایلن(  دقیقه در گزیلل 5مدت 

 .شدغلظت استفاده  افزایشی های درجه با الکل از ،ها لام گزیلولباقی مانده  حذف رمنظوبه 

 ترتیب و مدت زمان لازم برای پاک کردن گزیلل اضافی از سطح مقاطع بافتی

 6ظرف  5ظرف  4ظرف  3ظرف  2ظرف  1ظرف 

محتوی الکل 

 درصد 96

 دقیقه 2مدت به

محتوی الکل 

 درصد 96

 دقیقه 2مدت به

لکل محتوی ا

 درصد 90

 دقیقه 1مدت به

محتوی الکل 

 درصد 80

 دقیقه1مدت به

محتوی الکل 

 درصد 70

 دقیقه 1مدت به

-محتوی آب

 مقطر

 دقیقه 1مدت به

  

به آب جاری  در هماتوکسیلین غوطه ور شده سپس باآمیزی ار رنگجدقیقه در  20-25مدت ها بهبعدی، لام مرحلهدر   

وشو داده زیر آب شستو  دقیقه در ائوزین قرار داده شدند 3-5مدت . پس از آن بهندشست و شو شددقیقه  10مدت 

 غلظت صعودی سیر با الکل یمحتو ظروف در در 12-3ها مطابق جدول لام آنشود. بعد از  حذفشدند تا رنگ اضافی 

 .شدند داده قرار

                                                           
9 . Asophilic 
1 0 . Acidophilic 
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 2 از 4صفحه :                                                                                                                                    یکشماره ویرایش :  

 

 

 وزینها با هماتوکسیلن و ائآمیزی لامسیر صعودی الکل مصرفی پس از رنگ

 4ظرف        3ظرف        2ظرف        1ظرف       

-درصد به 70الکل 

 ثانیه 20مدت 

 درصد 80الکل 

 ثانیه 20مدت به

 درصد 90الکل 

 ثانیه 20مدت به

 درصد 96الکل 

 ثانیه 20مدت به

 

ک اجازه دادیم تا خشیلل ا از گزهلامخارج کردن  از بعد .قرار گرفتندگزیلل  داخلدقیقه  5مدت  ها بهی آخر لامدر مرحله

 .انجام شدگذاری انتلان لاملچسب  با استفاده از شوند و در نهایت

 

 


