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مقدمه
ــي و ميكروسكوپ هاي بهتر، روش هاي جانبي  ــرفت در ساختن عدس همزمان با پيش
ميكروسكوپي نيز ابداع شدند. سلول هاي برخي نمونه هاي زيستي، مانند پوست پياز و مخاط 
دهان را مي توان مستقيماً با ميكروسكوپ مشاهده كرد. ولي اكثر نمونه ها قبل از بررسي به 
ــازي نمونه ها ثابت كردن  يك يا چند تيمار ويژه نياز دارند. معمولاً اولين مرحله ي آماده س
آن هاست. نمونه ها طي فرايند تثبيت، درون يكي از چند حلال آلي قرار مي گيرند. برخي از 
الكل ها، فرم آلدهيد و گلوترآلدهيد معمول ترين تثبيت كننده ها هستند. هدف اصلي از تثبيت، 
ممانعت از حركت و جابه جايي مولكول ها و اندامك هاي درون سلول است كه در نتيجه، 
ــلول زنده خواهد بود. علاوه بر اين، فرايند  تصوير نهايي انعكاس صحيح تري از وضع س
تثبيت تأثيري بر غشاي سلول مي گذارد كه موجب افزايش نفوذپذيري رنگ به داخل سلول 
مي شود. طبعاً تثبيت سول ها باعث مرگ آن ها مي شود. معمولاً نمونه هاي بافت براي بررسي 
زير ميكروسكوپ بيش از حد ضخيم هستند و بنابراين بايد آن ها را به صورت برش هاي 
بسيار نازك درآورد، به حدي كه نور بتواند از آن ها بگذرد. برش هايي با ضخامت بين 1 تا 
10 ميكرومتر براي ميكروسكوپ نوري مناسب اند. به علت نرم  بودن و شكنندگي بافت ها، 
ــابه ديگري قرار  پيش از برش دادن آن ها، بايد ابتدا بافت ها را در پارافين مذاب يا مواد مش
دارد. به اين كار قالب گيري مي گويند. مواد قالب گيري در حالت مايع علاوه بر اين كه بافت 
ــلولي را احاطه مي كنند، وارد آن نيز مي شوند. پس از جامد شدن اين مواد، قالب آماده ى  س
ــت. بخش مهم آن يك چاقو يا يك تيغه ي بسيار تيز  ــتگاه ميكروتوم اس برش گيري با دس
ــت. روش ديگر برش گيري كه نياز به تثبيت كردن را برطرف مي سازد، تهيه ي برش از  اس

بافت منجمد شده است.
سلول ها بي رنگ هستند و نور تقريباً به ميزان يكسان از بخش هاي گوناگون آن ها عبور 
مي كند، در نتيجه اغلب اجزاي سلول قابل تشخيص نيستند و تباين يا كنتراست مطلوبي 
در تصويرها حاصل نمي شود. براي ايجاد تباين و تشخيص قسمت هاي مختلف، سلول را 

رنگ مي كنند.
رنگ آميزي معمولاً روي برش ها انجام مي گيرد. رنگ هاي مختلفي شناسايي شده اند كه 
ــلول جذب مي شود و تشخيص آن ها را  ــط اجزا يا مولكول هاي خاصي در س هر يك توس
ممكن مي سازد. جالب است بدانيم كه علت تركيب اختصاصي بسياري از رنگ ها با اجزا 
يا مولكول هاي خاص براي ما روشن نيست. پس از قراردادن لامل (تيغك شيشه اي) روي 

برش هاي رنگ آميزي شده، نمونه زير ميكروسكوپ مشاهده مي شود.

هيستوتكنيك
غلامرضا مقدسي
كارشناس ارشد فيزيولوژي جانوري از دانشگاه فردوسي مشهد

دبير زيست شناسي و سرگروه زيست شناسي خراسان شمالي

كليدواژه ها: تثبيت بافت، برش گيرى بافت، ميكروتوم،

آب گيري بافت، شفاف سازي، رنگ آميزي. ــايى كند. اين وب سايت  كشور را شناس
به صورت منظم به روزرسانى مى شود، لذا 
بدين منظور صفحه اى ايجاد شده است تا 
كاربران بتواند از آخرين تغييرات مندرج 
مطلع شوند. صفحه ى ديگرى نيز تحت 
ــت  ــتفاده از فهرس ــوان چگونگى اس عن
داده ها در پايگاه مايكو ـ ليك ايجاد شده 
كه كاربران به آسانى مى توانند از آن براى 
ــى خود در  ــت منابع علم تهيه ى فهرس
پايان نامه يا مقاله هاى علمى استفاده كنند.

ــيوه ى  ــامانه به ش ــن س ــى اي طراح
ــرفته و مطالعات مدرن فلورستيك  پيش
ــت كه هم زمان  در جهان انجام گرفته اس
ــرفت هاى علم  كاربران را از آخرين پيش
گلسنگ شناسى در كشور و نيز در استان 
ــت اين  ــه مطلع مى كنند. اميد اس و منطق
ــامانه تحت وب بتواند تحولى اساسى  س
ــران از بعُد  ــى اي ــم گلسنگ شناس در عل

آموزشى و پژوهشى به وجود آورد.
� از توضيح هاى شما سپاس گزاريم. 
اميدواريم اين نوآورى و كوشــش هاى 
شما در ايجاد، مديريت و نگه دارى اين 
ــامانه ى اينترنتى الگويى باشد براى  س
ــدان ديگر  دســت اندركاران و علاقه من

موضوع هاى زيست شناسى.

پى نوشت _______________________�

1. MYCO-LICH

در آزمايشگاه

رورررررررررررووووووووووووششششششششششششششش  هههههههههههههههااااااااااااااايييييييييييييي  تتتتتتتتتتتتهههههههههههههييييييييييههههه وو  آآآآآآآآآآآآمممممممممممممااااااااااادددددددددهههههه ككككككككرددنن ببررششش
روش هاي تهيه و آماده كردن برش  ددددددددددرررررررررررر ببببببببببااااااااافففففففتت شننااسسيي ججاانووريي
 در بافت شناسي جانوري
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تهيه ى برش
ــرش معمولي ترين روش  ــه ي ب تهي
تهيه ي بافت ها براي مطالعات بافت شناسي 
ــا تحقيقاتي  ــراي كارهاي معمولي ي و ب
است. اين روش به مفهوم تهيه ى مقاطع 
ــوار كردن  ــي از بافت و س ــيار نازك بس
ــه در زير  ــراي مطالع ــا روي لام، ب آن ه
ميكروسكوپ است. بافت موردنظر غالباً 
با ماده اي قالب گيري مي شود كه در هنگام 
ــتحكام آن مي شود.  مقطع گيري باعث اس
ــتگي به نوع بافت  نوع ماده ي مذكور بس
و تكنيك هاي مورد نياز جهت رنگ آميزي 
دارد. پارافين معمولي ترين اين مواد است. 
ــاده اي كه در  ــوان يك اصل كلّي م به عن
ــب قالب گيري شده، داراي  محيطي مناس
مقاطع بسيار نازك تري نسبت به نمونه اي 

است كه در اين محيط واقع نشده است.
ــه بتوان بافت را  بنابراين، براي اين ك
در پارافين قالب گيري كرد، بايد عمليات 

ــب انجام داد تا بافت براي  زير را به ترتي
ــود. مجموع اين  ــري آماده ش پارافين گي
ــردش بافت1  ــا گ ــاژ ي ــات را پاس عملي

مي گويند.
الف) آب گيري2

ب) الكل گيري و شفاف كردن3
ج) آغشتگي با پارافين4

د) قالب گيري5

1. آب گيري 
آب گيري به مفهوم خارج كردن كامل 
آب از بافت است. بافت ها به طور طبيعي، 
حتي بعد از ثابت شدن، داراي مقداري آب 
ــتند كه اگر از بافت خارج نشود مانع  هس
نفوذ پارافين به داخل بافت مي شود. براي 
اين منظور آب اضافي بافت با مواد جاذب 

ــود. به علاوه چون  ــنباده اي استفاده ش س
آب در ته ظرف الكل جمع مي شود، بايد 
ــه اي پهن  ــدور از ظروف شيش حتي المق

استفاده كنيم.

2. شفاف سازي 
شفاف سازي به مفهوم شفاف ساختن 
ــت، هر چند كه اين حالت نيز  بافت نيس
ممكن است در بعضي از موارد اتفاق افتد. 
ــازي جانشين كردن مايع  مفهوم شفاف س
ــا حلال ماده اي  ــاذب (الكل اتيليك) ب ج
است كه نمونه مي بايد در آن قالب گيري 

شود.
ــار نور  به علاوه، چون درجه ي انكس
در بافت ها مشابه يا نزديك هم است، لازم 
ــار تغيير يابد. بدين  است درجه ي انكس
منظور، عمل شفاف سازي انجام مي شود. 
ــن كه درجه ي  ــفاف كردن علاوه بر اي ش
انكسار بافت را بالا مي برد، از سخت شدن 
بافت ها نيز جلوگيري مي كند. براي شفاف 
كردن از محلول هايي مثل گزيلن، تولوئن، 

بنزن، بوتانل و... استفاده مي شود.

2-1. روش كار
نمونه هاي بافتي را بعد از خارج كردن 
ــك  ــكل اتيليك 96 درجه ابتدا خش از ال
ــازي با استفاده  مي كنند. مراحل شفاف س
ــب زير انجام  ــول بوتانل به ترتي از محل

مي شود: 
1. بوتانل اول 14 ساعت
2. بوتانل دوم 12 ساعت
3. بوتانل سوم 10 ساعت

ــه حجم بوتانل در  بايد دقت كنيم ك
ــدود 100-50 برابر حجم نمونه بافتي  ح

باشد.

3. آغشته سازي
آغشته سازي يا پارافين گيري به مفهوم 
ــباع كردن كامل بافت با ماده اي است  اش
كه نمونه بايد در آن قالب گيري شود. در 
ــع پارافيني، اين  ــوص مقاط روش مخص

ــود. بدين منظور معمولاً  آب گرفته مي ش
از الكل اتيليك با غلظت افزايشى استفاده 
ــروع آب گيري درجه ي  مي شود. براي ش
الكل اوليه بسته به نوع ماده ي فيكساتور، 
اندازه و جنس بافت دارد و معمولاً با الكل 
اتيليك 50 يا 70 درجه شروع مي شود. اگر 
بافت در الكل غليظ قرار بگيرد، چروكيده 
مي شود؛ چون آب آن خيلي سريع خارج 

مي شود.

1-1. روش كار
ــت از بقيه ى  ــدا كردن باف پس از ج
ــدا فرمالين نمونه ي بافتي را  بخش ها، ابت
با كاغذ خشك كن مي گيريم. در صورتي 
ــاد (حدود يك  كه ضخامت نمونه ها زي
ــتفاده از سوزن و  سانتي متر) باشد، با اس
با دقت و ملايمت سوراخ هايي در سطح 
ــا عمل آب گيري  نمونه ايجاد مي كنيم ت
ــپس نمونه ها  ــرعت انجام شود. س به س
ــه هاي در  ــه شيش را ب
سنباده اي محتوي الكل 
اتيليك 70 درجه، وارد 
به  بنابراين،  ــم.  مي كني
ــه، مراحل  طور خلاص
ــه صورت  آب گيري ب

زير انجام مي شود: 
ـ الكل اتيليك 70 درجه، 24 ساعت
ـ الكل اتيليك 90 درجه 1، 6 ساعت
ـ الكل اتيليك 90 درجه 2، 6 ساعت
ـ الكل اتيليك 96 درجه، 12 ساعت

ــل آب گيري رعايت  در انجام مراح
نكات زير الزامي است: 

ــد 50-100  ــف) حجم الكل ها باي ال
برابر حجم نمونه ى بافتي باشد.

ــريع در عمل آب گيري  ب) براي تس
مي توان ظرف نمونه ي آب گيري را تكان 
ــرعت  داد. حرارت نيز در مواردي كه س
ــريع  ــت، آب گيري را تس ــل نياز اس عم

مي كند.
ــك رطوبت  ــكل اتيلي ــون ال ج) چ
ــد از ظرف در  ــوا را جذب مي كند، باي ه

تهيه ى برش

1-1. روش كار

ــاختن عدســي و  ــا پيشــرفت در س ــان ب همزم
ــي  ــاي جانب ــر، روش ه ميكروســكوپ هاي بهت

ميكروسكوپي نيز ابداع شدند

1. آب گيري

3. آغشته سازي

2. شفاف سازي 

2-1. روش كار
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ــفت  ــود) مي ريزيم تا س قرار داده مي ش
شود، سپس بقيه ي پارافين مذاب را روي 

آن مي ريزيم تا سفت شود.
2. با پنس گرم نمونه هاي بافتي را در 
پارافين قرار مي دهيم. دقت كنيم كه حباب 

تشكيل نشود.
3. سطح برش را به طرف كف ظرف 

قرار مي دهيم.
4. برچسب يا نمره را در سطح مقابل 
سطح برش قرار مي دهيم، به گونه اي كه 

قابل خواندن باشد.
ــد،  ــرد ش 5. وقتي پارافين كاملاً س

قالب ها را به يخچال منتقل مي كنيم.
ــاعت پارافين  ــا 2 س ــد از 1 ت 6. بع
به خوبي سفت و سخت مي شود و مي توان 
بلوك ها را از قالب آلومينيومي خارج كرد. 
به اين ترتيب بلوك هاي پارافيني حاوي 
ــراي مقطع گيري كاملاً  ــه ي بافتي ب نمون
ــد. بايد دقت كنيم كه در هر قالب  آماده ان

بيش از 30 ميلي متر پارافين روي بافت را 
بپوشاند. لذا اندازه ي قالب را بايد متناسب 

با اندازه ى بافت انتخاب كنيم.

5. برش بافت يا مقطع گيري 
در اين مرحله نمونه هاي داراي قالب 
پارافيني را با دستگاهي به نام ميكروتوم7 
به ضخامت 10-5 ميكرون برش مي دهيم. 
ــوع ميكروتوم، ميكروتوم  متداول ترين ن
چرخان8 است كه در اكثر آزمايشگاه ها و 
مراكز تحقيقاتي مورد استفاده قرار مي گيرد. 
با اين دستگاه مي توان مقاطع پشت سرهم 
ــراي تهيه ي  ــرد. ما ب ــريالي) تهيه ك (س
ــه ضخامت 8 ميكرون از  برش عرضي ب
جنين هاي 20 روزه ي رت و از ميكروتوم 

ــارج كردن كامل عامل  عمل به مفهوم خ
ــفاف كننده (بوتانل) و جانشين كردن  ش
ــت. پارافين گيري در اتو  آن با پارافين اس
ــگاه ها اغلب  با دماي 60-54 (در آزمايش
ــانتي گراد استفاده  از دماي 58 درجه ي س
ــاي اتو بايد  ــود. دم مي كنند) انجام مي ش
همواره ثابت باشد. آغشته سازي با يكي از 
ــتي، اتوماتيك و يا در خلأ  روش هاي دس

انجام مي شود.

3-1. روش كار 
ــروع مرحله ي  ــل از ش ــك روز قب ي
ــتگي، پارافين جامد را در اتويي كه  آغش
دماي آن 58 درجه ي سانتي گراد است، قرار 
مي دهيم. بعد از ذوب شدن پارافين، در هر 
يك از بشرهايي كه قبلاً تهيه شده اند، 50 
ــي پارافين مذاب مي ريزيم. سپس  سي س
نمونه هاي بافتي را بعد از خروج از بوتانل 
ــوم ابتدا با كاغذ خشك كن، خشك و  س
ــرهاي محتوي  ــپس به آرامي وارد بش س
ــخصات مربوط به  پارافين مذاب، كه مش
نمونه روي آن درج شده است، مي كنيم. 
ــرها را در اتويي كه دماي آن روي 58  بش
درجه ي سانتي گراد تنظيم شده است، قرار 
مي دهيم. بعد از 8 ساعت پارافين نمونه ها 
ــد، تعويض مي كنيم.  ــا پارافين جدي را ب
تعويض پارافين را چهار بار انجام و هر بار 
نمونه ها به مدت 8 ساعت درون پارافين 

مذاب قرار مي دهيم.

بايد دقت كنيم كه:
ــتفاده خالص،  الف) پارافين مورد اس
ــام خارجي و  ــرد و خاك و اجس فاقد گ
ــفاف باشد. براي  بدون قطرات آب و ش
اين منظور، قبل از استفاده، پارافين مذاب 
را مي توان از طريق كاغذ صافي در اتويي 
كه دماي آن 2 درجه سانتي گراد بيش تر از 

نقطه ي ذوب پارافين است، پالايش كرد.
ــاي بافتي نبايد به مدت  ب) نمونه ه
ــذاب باقي بمانند.  ــي در پارافين م طولان
ــا دچار  ــورت بافت ه ــون در اين ص چ

چروكيدگي فراوان و سختي بيش از حد 
ــوند. هم چنين، اگر مدت آغشتگي  مي ش
كامل نباشد، عامل شفاف كننده (بوتانل) 
در بافت باقي مانده و بلوك حاصل نرم و 
شكننده خواهد شد. در نتيجه مقطع گيري 
ــود و هنگامي كه  ــي انجام نمي ش به خوب
ــود، دچار  ــناور مي ش مقطع روي آب ش

شكستگي خواهد شد.
ج) حجم پارافين بايد در حدود 50-

25 برابر حجم نمونه ي بافتي باشد.
ــداد دفعات  ــتگي و تع د) مدت آغش
عوض كردن بافت در جريان آغشتگي به 
چهار عامل اندازه، نوع بافت، نوع ماده ي 
ــوره ي مورد  ــفاف كننده و نوع اتو يا ك ش

استفاده بستگي دارد.

4. قالب گيري 
ــته  در اين مرحله نمونه ي بافتي آغش
شده به پارافين را در داخل پارافين مذاب 

ــت كاملاً  و در وضعي
مي دهيم.  قرار  مناسب 
پارافين،  انجماد  ضمن 
نمونه نيز در داخل آن 
باقي مي ماند و آماده ي 

مقطع گيري مي شود.
يكي از مسائل مهم 

ــرار دادن بافت  ــري6 يعني ق در جهت گي
به طور دقيق و صحيح در قالب است. اين 
ــل از انجام عمليات  جاي گذاري بايد قب
ــود و براي  ــخص ش ــي مش بافت شناس
قالب گيري و تهيه ي بلوك انواع مختلفي 
از قالب ها استفاده مي شود. در اين روش 

از قالب هاي آلومينيومي استفاده مي كنيم.

4-1. روش كار 
كار  ــروع  ش از  ــل  قب ــت  اس لازم 
ــب با نمونه ها تهيه  برچسب هايي متناس
ــم. مراحل تهيه ي بلوك را به صورت  كني

زير انجام مي دهيم: 
1. ابتدا مقداري پارافين مذاب در كف 
قالب (كه در يك سطح صاف مثل كاشي 

ــلول ها بي رنگ هســتند و نور تقريباً به ميزان  س
يكسان از بخش هاي گوناگون آن ها عبور مي كند، 
ــلول قابل تشــخيص  در نتيجه اغلب اجزاي س

نيستند

3-1. روش كار

4-1. روش كار

4. قالب گيري 

5. برش بافت يا مقطع گيري

21

ش
موز

آ



22

ش
موز

آ
  1

39
ر0

بها
 3 

ه ى
مار

 ش
رم

چها
ت و 

يس
ى ب

ره 
دو

چرخان8 آزمايشگاه بافت شناسي استفاده 
كرديم.

5-1. روش كار 
ــرداري، بايد بلوك  ــرش  ب ــل از ب قب
تراشيده و روي پايه نصب شود. سطوح 
جانبي بلوك تا حاشيه ي بافت و سطوح 
فوقاني و تحتاني آن تا 5 ميلي متري مانده 
ــيم. بايد توجه داشت  به بافت را مي تراش
كه همه ي سطوح بلوك به حالت موازي 
ــد. در اين حالت بلوك پارافين براي  باش
ــت. علاوه بر  ــب روي پايه آماده اس نص

اين، قبل از شروع به كار بايد دماي حمام 
ــه 50-45 درجه ي  ــن ماري) را ب آب (ب
سانتي گراد (6-5 درجه پايين تر از درجه ي 
ذوب پارافين) رساند. هم چنين لازم است 
تعدادي لام به تعداد مورد نياز تهيه كنيم 
و با استفاده از قلم الماس كد بلوك و نيز 
شماره ي برش را به صورت سريال روي 

آن ها درج كنيم.
1. بلوك را در گيره ي ميكروتوم جاي 
ــطح بالا و پايين  مي دهيم، به طوري كه س

آن به موازات لبه ي تيغ قرار گيرند.
ــوك را در جاي خود  ــره و بل 2. گي
قفل و ميكروتوم را براي تهيه ي مقاطع 8 

ميكروني تنظيم مي كنيم.
3. بايد توجه داشته باشيم كه تيغ به 

طور مطمئن بسته شده باشد.
ــطح بلوك را تراش مي دهيم تا  4. س
كاملاً صاف شود. هنگامي كه تيغ ميكروتوم 
ــيد، مقاطع را به كمك  به محل نمونه رس
قلم مو يا پنس با ملايمت برمي داريم و در 
ــناور مي كنيم. مقاطع  سطح حمام آب ش
ــص را از دور خارج مي كنيم و مقاطع  ناق
ــدن، با فرو بردن لام  كامل بعد از پهن ش
ــا زاويه ي 45 درجه و بالا  در حمام آب ب
ــطح  ــه صورت عمودي از س آوردن آن ب
ــع آوري مي كنيم. بايد دقت كنيم  آب جم
كه حتي الامكان مقاطع در وسط لام قرار 
گيرند. هم چنين در صورتي 
كه مقاطع بزرگ باشند، براي 
هر لام فقط يك مقطع كافي 

است.
5. لام ها را به آرامي روي 
ــاف در دماي  ــطح ص يك س
آزمايشگاه قرار داده مي دهيم.

ــده  ــاي تهيه ش 6. لام ه
ــه ي لام مي چينيم  را در جعب
ــك شدن كامل  و براي خش
ــاي 37 درجه ي  ــو (دم در ات
مي دهيم.  قرار  ــانتي گراد)  س
بعد از 24 ساعت لام ها جهت 

رنگ آميزي نمونه ها آماده اند.

بايد در نظر داشته باشيم كه: 
ــع در حين كار،  الف) بريدگي مقاط
ــان دهنده ي دندانه دار بودن لبه ي تيغ  نش
ــار يا مو در لبه ي تيغ  ــا وجود گرد و غب ي
است. بنابراين، لازم است لبه ي تيغ را هر 
از چند گاهي، در ضمن كار با زايلن تميز 

و خشك كنيم.
ــود نوارهاي افقي ضخيم و  ب) وج
نازك در مقطع ممكن است به علت شُل 
ــختي زياد بلوك، يا  بودن تيغ يا بلوك، س

كُندي تيغ باشد.
ج) نازك بودن مقاطع در يك انتها به 
علت وجود ناحيه اي كُند روي تيغ است.

د) انحنادار بودن نوار مقاطع به علت 
ــد روي تيغ يا موازي  ــود ناحيه ي كُن وج

نبودن حواشي بلوك است.
ــره در مقطع به علت  هـ) وجود حف
ــوص  ــع مخص ــاب در ماي ــود حب وج
ــخت در  قالب گيري، يا وجود ناحيه ي س

بافت است.
ــد،  ــي كه هوا گرم باش و) در صورت
ــته مي شوند و  ــختي برداش برش ها به س
ــوند. در اين  ــار پارگي مي ش ــب دچ اغل
ــتن يخ روي  ــوان با گذاش صورت مي ت
ــطح بلوك (به مدت 5 تا 10 دقيقه) آن  س

را سفت كرد.
ــر مقاطع قدرت  ــد كه بيش ت هر چن
چسبيدن به لام هاي خشك را دارند، ولي 
معمولاً براي چسبيدن بهتر مقاطع به لام 
توصيه مي شود كه از مواد چسباننده استفاده 
شود. تعداد زيادي ماده ي چسباننده (مثل 
گليسرين، آلبومين، پلاسما، خمير نشاسته 
و ژلاتين) براي اين منظور موجود است. 
ــبندگي  مى توان براي افزايش قدرت چس
لام ها از ژلاتين استفاده كرد. بدين منظور 
ــرم پودر ژلاتين را به كمك همزن  0/3 گ
ــي آب مقطر  ــي در 100 سي س مغناطيس
حل مى كنيم. سپس محلول ژلاتين را در 
ــردن لام ها به  ــي مى ريزيم. با فرو ب بوكال
مدت چند ثانيه در محلول، لام ها ژلاتينه 
مى شوند. لام ها پس از خشك شدن قابل 

استفاده هستند.

6. رنگ آميزي 
ــزي متمايز كردن  ــدف از رنگ آمي ه
ــر  ــلولي و عناص ــزاي س ــلول ها، اج س
ــا از نظر نوري،  ــكيل دهنده ي بافت ه تش
ــت.  ــكوپي اس ــراي مطالعه ي ميكروس ب
ــه اصل  ــزي بر س ــاي رنگ آمي واكنش ه
ــتوارند.  ــتگي اس حلاليت، جذب و آغش
روش رنگ آميزي معمولي، يعني استفاده 
از هماتوكسيلين وائوزين، روش متداول 

در اكثر آزمايشگاه هاست.
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ــره در مقطع به علت وجود حباب در  وجود حف
مايع مخصــوص قالب گيري يا وجــود ناحيه ي 

سخت در بافت است

مقطع را آغشته كند. مقدار واقعي ماده ي 
ــتگي به اندازه  ــده مورد نياز بس مونته كنن

مقطع دارد.
ــل به مقطع  ــور ماي ــل را به ط 3. لام
ــم و آن را به آرامي روي  ــك مي كني نزدي

ماده ي مونته كننده قرار مي دهيم.
ــردن  4. هرگونه حباب هوا را با فش
ــه ضربات ملايم از بين  ــل و يا ب آرام لام

مي بريم.
ــادي انتلان را مي توان با زايلن  5. زي

پاك كرد.
لام هاي تهيه شده پس از 72 ساعت 
كاملاً خشك مي شوند. سپس مي توان با 
ــيد الكل 3٪ (3 سي سي اسيد  محلول اس
كلريدريك در 97 سي سي الكل اتيليك 

ــفاف  96 درجه) لام ها را كاملاً تميز و ش
كرده. پس از حذف انتلان اضافي به كمك 
تيغ اسكالپل لام ها آماده مطالعه مي شوند.

ــگ بازي  ــي رن ــيلين نوع هماتوكس
ــاختارهايي را كه با آن رنگ  ــت و س اس
مي گيرند به رنگ آبي تا بنفش درمي آورد. 
ــاختارهاي بازوفيل  ــاختارها به س اين س
ــي ماده ي رنگي  ــوم اند. ائوزين نوع موس
ــت و ساختارهايي را كه با آن  اسيدي اس
ــوند به رنگ قرمز درمي آورد.  رنگ مي ش
ــاختارها به ساختارهاي اسيدوفيل  اين س
ــا اين روش  ــوم اند. ب يا ائوزينوفيل موس
ــگ آبي و  ــه رن ــته ها ب ــزي هس رنگ آمي
سيتوپلاسم به رنگ قرمز در مي آيند. اغلب 
ــي كه حاوي  ــاتورها به جز آن هاي فيكس
تتروكسيد اسميوم هستند، براي اين روش 

رنگ آميزي مناسب هستند.

6-1. روش كار 
ــه مقاطع  ــل از آن ك ــور كلي قب به ط
پارافيني را رنگ آميزي كنيم، بايد پارافين را 
از مقطع خارج كنيم و آب دهي نيز انجام 
دهيم. براي حذف كردن پارافين از گزيلن 
ــن) و براي آب دهي از الكل اتيليك  (زايل
با درجات نزولي استفاده مي كنيم. بعد از 
ــع احتياج به آب گيري  رنگ آميزي، مقاط
ــل آب گيري  ــازي دارند. عم و شفاف س
ــتفاده از الكل مطلق و شفاف سازي  با اس
ــود. بنابراين، روش  ــا زايلن انجام مي ش ب
ــن صورت انجام  ــزي H-E به اي رنگ آمي

مي شود.
ــه  1. زايلن I و II هر يك به مدت س

دقيقه
2. الكل هايي با درجات نزولي (مطلق 
96، 70 و 50 درجه) هريك به مدت سه 

دقيقه
3. آب مقطر سه دقيقه

4. هماتوكسيلين  هاريس 5 دقيقه
5. شست وشو با آب جاري 3 دقيقه 

6. ائوزين 5 دقيقه
7. آب مقطر 3 دقيقه

8. الكل مطلق 3 دقيقه 
ــر يك به مدت 3  ــن I و II ه 9. زايل

دقيقه
بايد دقت كنيم كه: 

ــزي، لام ها به  ــف) بعد از رنگ آمي ال
مدت زيادي در الكل نمانند، چون رنگ 

آن ها زايل مي شود.
ب) لام ها را بايد بعد از خارج كردن 
از محلول ابتدا به صورت نسبي خشك، 

سپس وارد محلول بعدي كرد.
ــا مدت بيش تري در  ج) هرچه لام ه

آخرين زايلن بماند، شفاف تر مي شوند.

7. چسبانيدن 
ــباندن كه اصطلاحاً مونته كردن  چس
ــود، به اين مفهوم  مقاطع نيز ناميده مي ش
ــزي و قبل از  ــد از رنگ آمي ــت كه بع اس

ــه ي مقطع، بايد  مطالع
ــرار  ــل ق روي آن لام
گيرد تا حمل و نقل آن 
آسان باشد و از آسيب 
ديدن مقطع جلوگيري 

به عمل آيد.
مواد مونته كننده به 

دو گروه تقسيم مي شوند: 
ــرين،  ــواد آبي مثل ژله ى گليس 1. م
ــط فارانت. مواد آبي  محيط آپاتي و محي
هنگامي براي مونته كردن به كار مي روند 
ــط الكل برداشته شده و يا  كه رنگ توس
ــل رنگ آميزي چربي  ــي رود مث از بين م

(سودان).
ــام،  ــواد رزيني مثل كانادا بالس 2. م
ــلان، كه در زايلن يا تولوئن  دپكس و انت

حل مي شوند.
ضريب انكسار مواد مونته كننده بايد 

حتي الامكان نزديك به شيشه باشد.

7-1. روش كار 
ــن را از اطراف مقطع  1. زيادي زايل

پاك مي كنيم.
2. يك يا دو قطره انتلان را بر مقطع 
مي ريزيم و اجازه مي دهيم تا همه ي سطح 
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