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ВВЕДЕНИЕ
Изучение ультраструктуры легких пре-

вратилось в самостоятельную область иссле-
дований благодаря широкому применению и 
совершенствованию методов электронной мик-
роскопии. Электронная микроскопия является 
единственным морфологическим методом, ко-
торый позволяет изучать макромолекулярную 
структуру легких, а в некоторых случаях – пе-
реходить и на молекулярный уровень иссле-
дований. В то же время она обладает возмож-
ностями, которые присущи методам световой 
микроскопии (при увеличениях порядка 1500-
3000), а использование «полутонких» (тол-
щина 0,5-1 мкм) срезов позволяет объединить 
классические и современные методы исследо-
вания ультраструктурных особенностей легких 
как в норме, так и при патологии [5]. 

Ведущим направлением в электронно-мик-
роскопических исследованиях ультратонких 
срезов тканей является просвечивающая элек-
тронная микроскопия [4]. Приготовление уль-

тратонких срезов ткани легких (так же, как и 
других тканей) для исследования при помо-
щи просвечивающего электронного микроско-
па состоит из следующих последовательных 
этапов: забор материала, его фиксация, дегид-
ратация, заливка, приготовление ультратонких 
срезов, их окраска или контрастирование. Пос-
ле выполнения этих процедур срез помещают в 
электронный микроскоп и изучают [2]. 

Одним из наиболее важных моментов в 
приготовлении хороших срезов для электрон-
но-микроскопического исследования является 
фиксация материала. Фиксация преследует две 
взаимосвязанные цели: остановить происходя-
щие в ткани метаболические процессы и вос-
препятствовать посмертному распаду молекул; 
стабилизировать то пространственное положе-
ние супрамолекулярных комплексов и внут-
риклеточных структур, которые они занимали 
в момент, предшествующий фиксации.

Технике приготовления материала, в част-
ности его фиксации, для электронно-микроско-
пического исследования посвящен ряд обзоров 
и книг [1, 3, 21, 23], однако методы, описан-
ные в этих публикациях, носят общий харак-
тер. В них не выделяют особенности приго-
товления срезов именно легочной ткани, хотя 
упоминается необходимость в наличии необхо-
димых свойств фиксирующих растворов, кото-
рые оказались наиболее удачными при прове-
дении фиксации разных биологических тканей. 
Методики для их приготовления разбросаны в 
многочисленных журнальных публикациях 
и носят несистематический характер. Поэто-
му целью настоящей публикации является об-
зор и систематизация методик, используемых 
для фиксации ткани легких, которые предпоч-
тительно использовать с целью последующего 
электронно-микроскопического исследования 
указанных образцов.
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Идеальных методов фиксации не сущест-
вует, и любой из применяемых на сегодняш-
ний день фиксаторов имеет как положитель-
ные, так и отрицательные стороны, поскольку 
при любой фиксации стабилизируются лишь 
некоторые молекулярные комплексы, в то вре-
мя как другие разрушаются или экстрагируют-
ся из материала. При этом в той или иной сте-
пени утрачиваются истинная форма и размеры 
структур, изменяется их взаимное расположе-
ние, иногда образуются артефактные структу-
ры. Необходимо подчеркнуть, что чрезвычайно 
важным фактором, влияющим на качествен-
ную фиксацию тканей, является фактор вре-
мени: чем быстрее начинается фиксация пос-
ле изъятия материала, тем скорее фиксатор 
проникает в ткань, и, следовательно, появляет-
ся больше возможности получить хороший ре-
зультат – адекватный срез ткани [22, 24].

МЕТОДИКИ
Cогласно опубликованным данным, полу-

ченным при исследованиях качества фиксации 
собственно легочной ткани, было установлено, 
что фиксирующий раствор должен иметь рН, 
соответствующий физиологическим показате-
лям плазмы крови (7,2-7,4), обладать достаточ-
ной буферной емкостью, быть изотоничным и 
изоосмотичным по отношению к ткани легко-
го [13, 20]. Изотоничность и изоосмотичность 
фиксирующего раствора обеспечивается под-
бором соответствующего буферного раствора, 
от правильности приготовления которого так-
же зависит качество фиксации. Наиболее ши-
роко употребляемыми являются фосфатный 
[6, 15, 19, 32], мышьяковистый (какодилатный) 
[8, 10, 17, 27, 30, 31] и s-коллидиновый буфер-
ные растворы [7, 26]. В некоторых случаях для 
фиксации тканей легких используется веро-
нал-ацетатная буферная смесь [18].

Первым фиксирующим раствором для элек-
тронной микроскопии был раствор четырех-
окиси осмия (OsO4) [1]. Четырехокись осмия 
блокирует ферментную активность, стабили-
зирует липопротеиновые комплексы и фосфо-
липиды в ядре и цитоплазме клеток за счет ре-
акций с липидами, с S-. и S-S группами белков 
[11]. Кроме того, OsO4 окрашивает субмикрос-
копические структуры клеток. Такое сочетание 
свойств делает OsO4 особенно важным в при-
готовлении материала для электронно-микро-
скопического исследования. Фиксация 1-2% 
забуференным раствором четырехокиси осмия 
при рН 7,2-7,4 нашла широкое распростране-
ние после работ Пэлэйда [19, 25]. Этот же рас-

твор очень часто применяется для постфик-
сации тканей (повторной фиксации), если в 
качестве первичного фиксирующего агента ис-
пользуется другой фиксирующий компонент 
(альдегиды) [1, 23]. Первичную фиксацию пог-
ружением в растворы OsO4 проводят 2-4 ч при 
температуре от 1 С до 4 С, в то время как пос-
тфиксация в OsO4 проводится при комнатной 
температуре в течение 1-2 ч.

Для улучшения сохранности ультраструк-
туры клеток в фиксирующие растворы часто 
добавляют глюкозу или сахарозу [8, 9], а также 
стараются приблизить солевой состав фикси-
рующих растворов к естественному набору со-
лей плазмы крови, для чего используют раство-
ры различных солей [1, 8]. 

Новый этап в электронно-микроскопичес-
ких исследованиях легочной ткани открылся 
с применением методов фиксации в растворах, 
содержащих альдегиды, в первую очередь глу-
таральдегид, который является на сегодняш-
ний день основным веществом для фиксации 
тканей легкого [14, 28, 29]. 

Фиксация в растворах альдегидов обеспечи-
вает более высокую сохранность ультраструк-
тур клетки, и, таким образом, получают более 
адекватную цитологическую картину, обеспе-
чивающую более подробную детализацию по 
сравнению с фиксацией в четырехокиси ос-
мия, который, как уже упоминалось, был ос-
новным фиксирующим агентом на начальном 
этапе развития электронно-микроскопических 
исследований. Особенно успешно при фикса-
ции в растворах с глутаральдегидом сохраня-
ются микротрубочки, фибриллы и внутрикле-
точные мембраны клеток. В основе действия 
глутаральдегида лежит стабилизация белко-
вых молекул с образованием поперечных свя-
зей, что является особенно важным для сохра-
нения локализации этих молекул в клетке. В то 
же время обратимость ряда связей, образуемых 
глутаральдегидом, а также то, что фосфолипи-
ды и ненасыщенные липиды не стабилизиру-
ются при этой фиксации, вызывает необходи-
мость дополнительной фиксации в растворе с 
четырехокисью осмия [1].

Средняя продолжительность фиксации рас-
творами глутаральдегида составляет промежу-
ток времени от 30 мин. до 2-4 ч, в некоторых слу-
чаях фиксация может длиться вплоть до 24 ч [4]. 
Укороченные сроки фиксации продолжитель-
ностью в 10-15 мин. без постфиксации в OsO4 с 
последующей заливкой в водорастворимую смо-
лу предоставляют возможность проведения гис-
тохимических реакций с красителями [27].
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Концентрация глутаральдегида может варь-
ировать достаточно широко, обычно употреб-
ляются 2%, 2,5%, 4%, 5% и 6% растворы глута-
ральдегида. Предпочтительным для разведения 
глутаральдегида являются фосфатный [6, 15, 
19, 32] и какодилатный [8, 10, 17, 27, 30, 31] бу-
ферные растворы, реже используется s-колли-
диновый буфер [7].

В стандартном случае при подготовке ма-
териала для электронно-микроскопическо-
го исследования образец, полученный в ходе 
хирургической операции, сразу помещают в 
фиксирующий раствор, где этот образец из-
мельчают до кусочков размерами 3-5 мм. Если 
используется постфиксация в растворе четы-
рехокиси осмия, образец перед постфиксацией 
измельчают до размеров 0,2-3 мм3, наиболее ка-
чественные результаты получают, когда объем 
исследуемого кусочка составляет 0,5 мм3. Сле-
дует учитывать, что фиксирующие растворы 
проникают в ткань медленно и плохо. В связи с 
этим центральная часть крупного кусочка ока-
зывается фиксированной значительно хуже по 
сравнению с периферическим участком. Одна-
ко приповерхностные участки ткани малопри-
годны для исследования из-за механических 
повреждений при выделении и измельчении 
образца. Таким образом, оптимальной для изу-
чения является субпериферическая зона, рас-
положенная на некотором расстоянии от края 
кусочка, которое составляет приблизительно 
от 0,05 мм до 0,4 мм. 

По мнению некоторых исследователей [12], 
наиболее оптимальным методом для фиксации 
только что полученного кусочка операционно-
го материала является его погружение в фик-
сатор Карновского [16], который представляет 
собой смесь 4% формальдегида, получаемого из 
твердого параформальдегида, и 5% глутараль-
дегида в фосфатной буферной смеси. Образец 
опускают в фиксирующий раствор, предвари-
тельно охлажденный до 0-5χС, и хранят в хо-
лодильнике не менее 2 ч. При этом авторы от-
мечают, что образец может храниться в этом 
фиксирующем растворе вплоть до года без су-
щественных повреждающих последствий [12]. 
Однако слишком длительная фиксация часто 
приводит к образованию жестких и ломких об-
разцов, к экстракции из ткани внутриклеточ-
ных структур и к образованию разнообразных 
артефактов. 

После первичной фиксации в необходимых 
фиксирующих растворах на протяжении тре-
буемого времени образец погружают в буфер-
ный раствор также на определенное время (от 

1 ч до 12 ч), чтобы удалить избыток фиксирую-
щего компонента, который не прореагировал с 
тканью. Затем погружают в 1-2% раствор четы-
рехокиси осмия на 1-2 ч для выполнения пос-
тфиксации. Необходимо отметить, что фик-
сирующий раствор для первичной фиксации, 
раствор для ополаскивания и раствор для пов-
торной фиксации должны быть приготовле-
ны на основе одинаковых буферных раство-
ров. После проведения постфиксации образец 
трижды промывают в дистиллированной воде 
(выдерживают по 5 мин. при каждом погруже-
нии в воду). На этом этапе образец готов для 
последующих манипуляций (дегидратация, за-
ливка), необходимых в ходе подготовки уль-
тратонких срезов для электронно-микроскопи-
ческого исследования.

Ниже приводятся примеры наиболее опти-
мальных, на наш взгляд, прописей фиксиру-
ющих растворов для приготовления образцов 
тканей легких с последующим электронно-
микроскопическим исследованием.

Пропись 1. Раствор четырехокиси осмия для 
фиксации погружением [25] (модификация ме-
тода Пэлэйда). Состав раствора: OsO4 2% – 75 
мл, фосфатный буфер (0,2 М) рН 7,2-7,4 – 75 
мл, сахароза – 6 г, СаСl2 – 0,375 г. Этот раствор 
можно использовать как для первичной фикса-
ции изучаемого образца (продолжительность 2-
3 ч), так и для проведения постфиксации. Если 
первичная фиксация проводилась в глутаровом 
альдегиде или в смеси паральдегид-глутараль-
дегид, которые приготовлены на соответству-
ющем буферном растворе, тогда раствор четы-
рехокиси осмия для постфиксации готовят на 
том же буферном растворе. Вместо фосфатно-
го буфера необходимо добавить соответствен-
но 75 мл мышьяковистого буферного раствора 
(0,2 М) рН 7,2-7,4 [16] или 50 мл s-коллидино-
вого буферного раствора (0,2 М) рН 7,2-7,4 [7]. 
Продолжительность посфиксации в таком рас-
творе – 1-2 ч (некоторые авторы считают доста-
точным 30 мин. [12]).

Пропись 2. Раствор четырехокиси осмия 
для фиксации погружением [19] (модифика-
ция метода Лоу). Можно использовать пропись 
«а» или «б».

а) Предварительно необходимо приго-
товить следующие растворы: раствор А – 
Na.2PO4*.2O – 2,26%; раствор Б – NaОН – 
2,52%; раствор В – глюкоза – 5,4%; раствор 
Г – раствор А (41,5 мл) + раствор Б (8,5 мл). 
Фиксирующий раствор получают смешивани-
ем следующих компонентов: раствор Г – 45 мл, 
раствор В – 5 мл, OsO4 – 0,5 г.
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б) Предварительно необходимо приго-
товить следующие растворы: раствор А – 
Na.2PO4*.2O – 5,1% или Na.2PO4*12.2O – 
5,7%; раствор Б – NaОН – 5,5 %; раствор 
В – глюкоза – 5,4%; раствор Г – раствор А (49,5 
мл) + раствор Б (10,8 мл). Фиксирующий рас-
твор получают смешиванием следующих компо-
нентов: раствор Г – 20 мл, раствор В – 5 мл, OsO4 
(2%) – 25 мл. OsO4 желательно приготовить на 
фосфатном буфере (0,2 М) с рН 7,2-7,4. Фикса-
ция кусочков: 2-4 ч при температуре 0-5 С.

Пропись 3. Раствор параформальдегид-глу-
таральдегида для фиксации погружением [33] 
(метод Карновского). Пропись раствора для 
фиксации: параформальдегид – 2 г, .2Oдист.  – 
25 мл, NaОН (1М) – 2 капли, глутаральдегид 
(50%) – 5 мл, буферный раствор – до 50 мл. 
Приготовление: 2 г параформальдегида раство-
рить в 25 мл дистиллированной воды при нагре-
вании до 60-70 С, добавить 1-3 капли NaОН (1 
М) до просветления раствора (допускается лег-
кая опалесценция). Охладить раствор, добавить 
в охлажденный раствор 5 мл 50% глутаральде-
гида, довести объем фиксирующего раствора до 
50 мл какодилатным или фосфатным буферным 
раствором (0,2 М) рН 7,4-7,6. Окончательный 
рН раствора 7,2. Если используется какодилат-
ный буферный раствор, добавить 2,5 г CaCl2.

Пропись 4. Раствор параформальдегид-глу-
таральдегида для фиксации погружением (мо-
дификация метода Карновского): парафор-
мальдегид – 1,2 г, .2Oдист. – 20 мл, какодилатный 
буферный раствор –15 мл, глутаральдегид 
(25%) –5 мл, CaCl2 – 0,4 г.
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Розглянутi методики приготування фiксуючих 
розчинiв, що використовуються для отримання 
зразкiв тканини легень, якi необхiдно дослiдити за 
допомогою просвiчуючого електронного мiкроско-
па. Представленi найбiльш ефективнi прописи 
фiксуючих розчинiв для приготування зрiзiв.

S.A.Kravchenko. Fixatives in electron micros-
copy studying of lung tissue. Kyiv, Ukraine.

Key words: electron microscopy, transmission elec-
tron microscope, fixative, lung tissue.

Fixatives preparation techniques using in studying 
of lung tissue ultrastructure by transmission electron 
microscopy are reviewed. The most effective samples 
of fixatives are presented.
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