
[image: image1.emf]
МИНИСТЕРСТВО ОБРАЗОВАНИЯ И НАУКИ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ
Федеральное государственное автономное образовательное учреждение 

высшего профессионального образования

«Дальневосточный федеральный университет»

(ДВФУ)


 Школа естественных наук
[image: image3.jpg]OBOY FEFU

aAnHEBOCTOWMIA FAR EASTERN
DEREPANLHBIA FEDERAL
YHMBEPCHTET UNIVERSITY




УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКИЙ КОМПЛЕКС ДИСЦИПЛИНЫ
Методы цитологических исследований
          Специальность 020201.65  Биология

Форма подготовки очная
Школа естественных наук

Кафедра клеточной биологии и генетики

Курс  4, семестр  7
Лекции  -  18 час.

Практические занятия  - 34 час.

Лабораторные работы  -  

Всего часов аудиторной нагрузки – 52 час.

Самостоятельная работа –  48 час.

Реферативные работы -



Контрольные работы – 

Экзамен:   – 






Зачет:  - 7 семестр

Учебно-методический комплекс составлен в соответствии с требованиями государственного образовательного стандарта высшего профессионального образования № Гос. рег. 89 ЕН/СП от 10.03.2000 г. 

Учебно-методический комплекс обсужден на заседании кафедры 21.06.2011г., протокол №11.

Заведующий кафедрой: проф. А.П. Анисимов 

Составитель (ли): доцент    Н.Е. Зюмченко

СОДЕРЖАНИЕ УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКОГО КОМПЛЕКСА ДИСЦИПЛИНЫ «МЕТОДЫ ЦИТОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ»

                                                                                                                                                Стр.

1. Аннотация УМКД «Методы цитологических исследований» …………........  3

2. Рабочая программа учебной дисциплины (РПУД) …………...……………… 5
3. Конспект лекций ……………………………………………………………..  17
4. Материалы для практических занятий (темы и содержание семинаров) …...  21
5. Материалы для организации самостоятельной работы студентов ………….. 27
6. Контрольно-измерительные материалы ………………………………….…  32
7. Список литературы  …………………….…………………………….……..  37
8. Глоссарий …………………………………………………………………  42-55
АННОТАЦИЯ УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКОГО КОМПЛЕКСА ДИСЦИПЛИНЫ «МЕТОДЫ ЦИТОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ»

Учебно-методический комплекс дисциплины «Методы цитологических исследований» разработан для студентов 3-го курса по специальности 020201.65 «Биология», специализации «Клеточная биология» в соответствие с требованиями ГОС II ВПО по данному направлению.

Дисциплина «Методы цитологических исследований» входит в общепрофессиональную часть профессионального цикла.

Общая трудоемкость освоения дисциплины составляет 100 часов. Учебным планом предусмотрены лекционные занятия (18 часов), лабораторные работы (34 часа), самостоятельная работа студента (48 часов). Дисциплина реализуется на 3-м курсе в 6-м семестре.

«Методы цитологических исследований» является одной из основополагающих дисциплин специализации при подготовке специалистов по клеточной биологии. В рамках курса «Методы цитологических исследований» осваиваются и закрепляются основные методы цитологических исследований клеток и тканей: взятие и фиксация биологического материала, приготовление срезов и окраска постоянного гистологического препарата рутинными методами, сорбционная и иммунная цитохимия и гистохимия. Студент должен овладеть основными методами цито-гистохимического анализа. Полученными навыками студент пользуется при выполнении курсовых и дипломных проектов.
Изучение «Методов цитологического исследования» связано с другими дисциплинами государственного образовательного стандарта. Предшествующие дисциплины: биология клетки, гистология, а также раздел УИРС "методы приготовления микропрепаратов" и спецкурс "микроскопическая техника". Параллельные и последующие дисциплины, усвоение которых опирается на «Методы цитологических исследований»: большой практикум по специальности «Клеточная биология», цитогенетика, цитоэкология и др.

Требования к «входным» знаниям, умениям и готовностям обучающегося, необходимым при освоении данной дисциплины – знать и уметь применять на практике совокупность методов, которые рассматривались в рамках дисциплины «Учебно-исследовательская работа студентов (УИРС)», ориентироваться в вопросах биологии клетки и гистологии, уметь отличать на гистологических препаратах различные типы тканей и их морфологические особенности.

Дисциплина направлена на формирование общепрофессиональных компетенций выпускника. Знание материала по данной дисциплине в значительной мере определяет профессиональные качества будущего специалиста цитолога-гистолога.
Учебно-методический комплекс включает в себя: 

· рабочую учебную программу дисциплины; 

· конспект лекций (развернутый план лекции, содержащий проблемные вопросы); 

· материалы для лабораторных занятий и коллоквиумов;

· материалы для организации самостоятельной работы студентов;

· контрольно-измерительные материалы;

· список литературы (в том числе интернет-ресурсов);

· глоссарий.
Автор-составитель учебно-методического комплекса:

к.б.н., доцент, Н.Е. Зюмченко;
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АННОТАЦИЯ


В рамках курса «Методы цитологических исследований» осваиваются и закрепляются основные методы цитологических исследований клеток и тканей: взятие и фиксация биологического материала, приготовление срезов и окраска постоянного гистологического препарата рутинными методами, сорбционная и иммунная цитохимия и гистохимия.

ПОЯСНИТЕЛЬНАЯ ЗАПИСКА
Программа дисциплины «Методы цитологических исследований» составлена в соответствии с требованиями Государственного образовательного стандарта II высшего профессионального образования.

Дисциплина предназначена для студентов 4 курса по выбору, но в первую очередь для специализации "клеточная биология". Ее цель состоит в ознакомлении с современными методами цито-гистохимического анализа и углублении познаний в области морфологии и физиологии клеток и тканей. Студенты сами готовят необходимые красители и реактивы, делают микропрепараты и анализируют их.

Предмет “Методы цитологических исследований” связан с другими дисциплинами государственного образовательного стандарта: “Биология клетки”, “Гистология”, а также с углублением знаний и навыков раздела УИРС "Методы приготовления микропрепаратов" и спецкурса "Микроскопическая техника". Знание материала по данной дисциплине в значительной мере определяет профессиональные качества будущего специалиста цитолога-гистолога.

Студент должен овладеть основными методами цито-гистохимического анализа. Полученными навыками студент пользуется при выполнении курсовых и дипломных проектов.


По завершении обучения по дисциплине студент должен знать:

- особенности основных способов фиксации;

- способы заливки гистологического материала и их особенности;

- правила приготовления гистологических срезов;

- основные правила проведения гистохимических окрасок;

- основные реакции на белки и их особенности;

- основные реакции на нуклеиновые кислоты и их особенности;

- основные реакции на углеводы и их особенности;

- основные реакции на липиды и их особенности.


Студент должен уметь:

- приготовить гистологический препарат любого типа;

- планировать гистохимический эксперимент любой сложности;

- проводить различные реакции на белки, нуклеиновые кислоты, углеводы и липиды и анализировать полученные результаты.

I.  СОДЕРЖАНИЕ ДИСЦИПЛИНЫ

ЛЕКЦИИ (18 часов)

1. Введение (4 часа).

Цели и задачи курса. Обзор основных современных методов цитологических исследований.
2. Введение в гистохимию (6 часов).

Предмет и задачи гистохимии. Этапы развития гистохимии. Методы гистохимии. Характеристика фиксирующих жидкостей, используемых для выявления белков, нуклеиновых кислот, липидов, углеводов. Приготовление красителей и препаратов для гистохимического анализа.

3. Гистохимические методы выявления различных веществ (8 часов).


Гистохимия белков. Методы выявления общих белков. Методы, основанные на выявлении функциональных групп белков. Методы, основанные на выявлении отдельных аминокислот.


Гистохимия нуклеиновых кислот. Методы, основанные на выявлении различных частей нуклеотидов.


Гистохимия полисахардов. Реакции на выявление различных групп углеводов.


Гистохимия липидов.

ЛАБОРАТОРНЫЕ РАБОТЫ (34 часа)

1. Приготовление постоянного гистологического препарата (8 часов).


Освоение различных способов фиксации (формалин, СПУК, фиксатор Ценкера, фиксатор Буэна, фиксатор Навашина, фиксатор Карнуа и др.) и заливки материала (парафин, парагист, целлоидин, целлоидин-парафин).

2. Гистохимия белков (8 часов).

Методы выявления общих белков: окраска прочным зеленым при различных значениях  рH; окраска бромфеноловым синим.

Методы, основанные на выявлении функциональных групп белков: метод нингидрин-Шифф на аминогруппы, ферри-феррицианидный метод выявления сульфгидрильных групп, реакция с ДДД, метод окисления надмуравьиной кислотой.

Методы, основанные на выявлении отдельных аминокислот: реакция Миллона, реакция Даниэли.

3. Гистохимия нуклеиновых кислот (6 часов).

Реакция Фельгена для выявления ДНК. Выявление ДНК и РНК реакцией галлоцианин-хромовые квасцы. Выявление ДНК и РНК методом Браше. Методика выявления делящихся клеток.

4. Гистохимия полисахаридов (6 часов).

Реакция Шифф-йодная кислота для выявления гликогена и нейтральных полисахаридов. Выявление гликогена по Мак-Манусу. Выявление гликогена по Баэру. Выявление кислых мукополисахаридов альциановым синим по Стидмену. Комбинированный метод выявления полисахаридов по Моури. Комбинированный метод выявления кислых мукополисахаридов и ДНК.

5. Гистохимия липидов (6 часов).

Окрашивание суданом черным В. Окрашивание липидов смесью суданов Ш и 1V по Кею. Выявление липидов нильским голубым по Кейне.
II.  САМОСТОЯТЕЛЬНАЯ РАБОТА СТУДЕНТОВ

(48 часов)

1.  Работа с рекомендуемой литературой.

2.  Дополнительная работа с получаемыми микропрепаратами.
3.  Анализ и описание микроскопических препаратов.
4.  Отработка пропущенных лабораторных занятий.

III. ВОПРОСЫ К ЗАЧЕТУ
1. Каковы основные задачи и правила фиксации материала?

2. Какими свойствами должен обладать фиксатор? На какие группы принято делить фиксаторы и какие фиксаторы можно отнести к каждой из них?

3. Основные свойства формалина, метилового и этилового спиртов. Особенности фиксации в этих растворах.

4. Основные свойства фиксаторов Буэна, Карнуа, Ценкера и Навашина. Особенности фиксации в этих растворах.

5. Каковы основные задачи заливки, на какие этапы она делится и как определяется время отдельного этапа?

6. Какие среды используют для заливки гистологического материала и каковы их свойства?

7. Каковы основные типы микротомов и как они устроены?

8. Как осуществляется окраска гистологических препаратов, каковы ее правила? В какие среды можно заключать препараты?

9. Реакции на общие и основные белки. Их особенности.

10. Реакции для выявления отдельных функциональных групп в белках. Их особенности.

11. Реакции для выявления отдельных аминокислот в белках. Их особенности.

12. С помощью каких реакций можно выявлять нуклеиновые кислоты и в чем их особенности?

13. Механизм реакции Фельгена и характеристика ее отдельных этапов.

14. Основные реакции для выявления нейтральных полисахаридов. Их особенности.

15. Основные реакции для выявления гликогена. Их особенности.

16. С помощью каких методов можно выявлять разные группы кислых мукополисахаридов?

17. Какие группы липидов можно выявлять с помощью суданов? Каковы свойства разных типов суданов?

18. Физические способы выявления липидов.

19. С помощью каких красителей можно выявлять липиды в тканях?

IV. РЕКОМЕНДУЕМАЯ ЛИТЕРАТУРА

Основная литература

1. Кузнецов В.В., Романов Г.А. Молекулярно-генетические и биохимические методы в современной биологии растений. М.: БИНОМ. Лаборатория знаний, 2011, 2012. 487 с.

2. Коржевский Д. Э., Гиляров А. В. Основы гистологической техники. – СПб. : СпецЛит, 2010. 95 с.

3. Коржевский Д.Э., Кирик О.В., Карпенко М.Н., Петрова Е.С., Григорьев И.П., Гиляров А.В., Сухорукова Е.Г. Теоретические основы и практическое применение методов иммуногистохимии (руководство). – СПб. : СпецЛит, 2012. 110 с.

4. Техника микроскопии биологических клеток: учебное пособие. – Томск : Изд-во Томского политехнического университета, 2009. 173 с.
Дополнительная литература
1. Bancroft J.D., Stevens A. Theory and practice of histological techniques. Edinburg et.al.: Churchill Livingstone, 1996.
2. Cell Biology : A Laboratory Handbook : vol. 2 /ed. by Julio E. Celis. - San Diego, California London Boston, Massachusetts : Academic Press , 1998. 533 p.

3. Immunocytochemistry and In Situ Hybridization in the Biomedical Sciences /Под ред. Beesley J.E. - Boston : Birkhauser , 2001. 267 p.
4. Molecular biology Techniques. An Intensive Laboratory Course /Ream W., Field K.G. - San Diego : Academic Press , 1999. 234p.

5. Артишевский А. А., Леонтюк А. С., Слука Б. А. Гистология с техникой гистологических исследований. Минск : Вышэйшая школа, 1999. 236 с.
6. Буйкис И.М. Гистохимия дегидрогеназ развивающегося спинного мозга. Рига: Зинатне, 1975. 230 с.

7. Введение в количественную цитохимию, пер. с англ. - М.: Мир, 1969. 439 с.

8. Волкова О. В., Елецкий Ю. К. Основы гистологии с гистологической техникой. М. : Медицина, 1971. 272 с.

9. Гайер Г.  Электронная гистохимия : Пер. с нем. /Гайер Г.; Под ред. Н.Т. Райхлин. - М. : Мир , 1974  488 с.

10. Дженсен У. Ботаническая гистохимия Пер. с англ. М.: Мир, 1965. 377 с.

11. Кисели Д. Практическая микротехника и гистохимия. Будапешт : Изд-во акад. наук Венгрии, 1962. 399 с.

14. Кухтина Ж. М. Руководство к практическим занятиям по цитологии : учебное пособие для педагогических институтов. - Москва : Просвещение , 1971. 111 с.
15. Лилли Р. Патогистологическая техника и практическая гистохимия. М.: Мир, 1969. 645 с.

16. Лойда З., Госсрау Р., Шиблер Т. Гистохимия ферментов. Лабораторные методы. М.: Мир, 1982. 272 с.
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V. МЕТОДИЧЕСКОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ ДИСЦИПЛИНЫ
1. Гистохимия. Учебно-методическое пособие к большому практикуму по специализации клеточная биология. Владивосток: изд-во ДВГУ, 2001.
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3. Учебно-методический комплекс дисциплины «Методы цитологических исследований».

VI. ТЕХНИЧЕСКИЕ СРЕДСТВА ОБЕСПЕЧЕНИЯ ДИСЦИПЛИНЫ

1.  Микроскопы МБИ-1, осветители ОИ-19.

2.  Микроскопы PrimoStar (CarlZeiss).

3.  Микроскопические препараты, стекла, инструменты, реактивы, красители.

4.  Микротом HM-360 фирмы Carl Zeiss.

5.  Санные и ротационные микротомы.

6.  Замораживающий микротом и криостат.

7.  Найфмейкер фирмы Carl Zeiss.
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Ниже приводится содержание и структура основного материала при чтении курса «Методы цитологических исследований» студентам 4-го курса, что может служить развернутым планом лекций по данной дисциплине.
Тема 1. Введение.

§ 1. Цели и задачи курса.

§ 2. Обзор основных современных методов цитологических исследований.

2.1. Основные способы приготовления микроскопических препаратов.
2.2. Основные методы микроскопического исследования.
2.3. Основные методы цитометрии.

Тема 2. Введение в гистохимию.

§ 1. Предмет и задачи гистохимии.

1.1. Гистохимия как самостоятельная наука. Предмет ее изучения.

1.2. Современные проблемы и задачи гистохимии.
1.3. Связи к другим наукам.
§ 2. Этапы развития гистохимии.

2.1. Возникновение гистохимии как науки.

2.2. Развитие сорбционной гистохимии.
2.3. Появление и развитие иммуногистохимии.

§ 3. Методы гистохимии.

3.1. Методы работы с замораживающим микротомом и криостатом.

3.2. Лиофильная сушка.
3.3. Сорбционная гистохимия.

3.4. Иммуногистохимия.

3.5. Количественная гистохимия.
§ 4. Характеристика фиксирующих жидкостей, используемых для выявления белков, нуклеиновых кислот, липидов, углеводов.

4.1. Фиксирующие жидкости на основе альгедидов.

4.2. Спиртовые фиксаторы.

4.3. Фиксирующие жидкости с добавлением солей тяжелых металлов.
4.4. Прочие фиксаторы.

§ 5. Приготовление красителей и препаратов для гистохимического анализа.

5.1. Фиксация и заливка материала.

5.2. Приготовление срезов.
5.3. Основные правила окраски и заключения срезов.

5.4. Основные правила приготовления растворов красителей и флуорохромов.
Тема 3. Гистохимические методы выявления различных веществ.

§ 1. Гистохимия белков.
1.1. Методы выявления общих белков.
1.2. Методы, основанные на выявлении функциональных групп белков.
1.3. Методы, основанные на выявлении отдельных аминокислот.
§ 2. Гистохимия нуклеиновых кислот.
2.1. Методы, основанные на выявлении различных частей нуклеотидов.
2.2. Реакция Фельгена: ее основные этапы, варианты гидролизов.
2.3. Варианты контролей при проведении реакций на ДНК и РНК.
§ 3. Гистохимия полисахардов.
3.1. Методы выявления нейтральных углеводов.
3.2. Варианты контролей при проведении реакций на полисахариды.
3.3. Реакции на разные группы кислых полисахаридов.
§ 4. Гистохимия липидов.

4.1. Физические методы выявления липидов.
4.2. Методы выявления липидов с помощью поляризации и флуоресценции.

4.3. Методики выявления различных липидов с помощью суданов.
4.4. Другие методы выявления липидов.
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ТЕМАТИКА И СОДЕРЖАНИЕ ЛАБОРАТОРНЫХ РАБОТ

Лабораторные работы по курсу «Методы цитологических исследований» являются органическим дополнением лекционного курса по данной дисциплине и призваны облегчить понимание сложных вопросов теории.
Программа лабораторных работ предполагает освоение различных методов приготовления и окраски гистологических препаратов, а также просмотр и анализ полученных микропрепаратов.
ТЕМА 1. Приготовление постоянного гистологического препарата (8 часов)
§1. Освоение различных способов фиксации.

Задачи фиксации материала. Свойства, которыми должен обладать фиксатор. Основные правила фиксации. Свойства основных фиксаторов и особенности их применения: формалин, спирты, СПУК, фиксатор Ценкера, фиксатор Буэна, фиксатор Навашина, фиксатор Карнуа и др. Взятие и фиксация экспериментального материала.
§2. Освоение различных способов заливки материала.
Задачи заливки. Основные этапы заливки материала, особенности подбора времени отдельных этапов. Способы обезвоживания и свойства веществ, которые для этого применяют. Свойства различных заливочных сред и особенности их применения: парафин, парагист, парапласт, целлоидин, целлоидин-парафин и др. Заливка экспериментального материала.
§3. Приготовление срезов.
Правила и особенности микротомирования. Устройство микротома. Виды микротомов. Особенности работы с разными типами микротомов. Приготовление стекол. Нанесение адгезионных покрытий и особенности их использования. Приготовления срезов исследуемых тканей.
§4. Окраска срезов.
Основные правила окраски гистологических срезов. Удаление заливочной среды перед окраской (депарафинирование). Вещества, применяемые для депарафинирования, и способы депарафинирования. Морфологические и гистохимические окраски – отличия подходов и получаемые результаты. Заключение срезов. Свойства различных сред для заключения: бальзамов, смол и др. Окраска морфологическими красителями и заключение экспериментальных препаратов.
ТЕМА 2. Гистохимия белков (8 часов)
§1. Методы выявления общих белков.

Определение различных классов белков при помощи физических методов (растворимость, изоэлектрическая точка). Окраска прочным зеленым при различных значениях рH (2.2 и 8,5) – определение общих и основных белков. Демаскирование гистонов в ядре. Окраска бромфеноловым синим в водном и сулемовом растворах – выявление общих и основных белков.
§2. Методы, основанные на выявлении функциональных групп белков.
Реакции для выявления аминогрупп: аллоксан, динитрофторбензольный и изоцианатный методы, азометиновые методы, метод нингидрин-Шифф, методы с использованием хлорамина-Т. Реакции на карбоксильные группы: метилкетонный метод. Реакции на дисульфидные и сульфгидрильные группы: ферри-феррицианидный метод выявления сульфгидрильных групп, реакция с ДДД (диоксидинафтилдисульфидом), метод окисления надмуравьиной кислотой, метод с применением уксуснокислого свинца, нитропруссидный метод, фенациловые методы, методы избирательного окисления SS-групп, тетразолиевые методы.
§3. Методы, основанные на выявлении отдельных аминокислот.
Реакции на тирозин, триптофан и гистидин: реакция Милона на тирозин, диметиламинобензальдегидный метод выявления триптофана, розиндольная реакция, ксантгидрольная реакция на триптофан, реакция Даниэли. Реакции на аргинин.
ТЕМА 3. Гистохимия нуклеиновых кислот (6 часов)

§1. Реакции на органический фосфат.

Выявление ДНК и РНК реакцией галлоцианин-хромовые квасцы.
§2. Реакции на пурины и пиримидины.

Светопоглощение в ультрафиолетовой части спектра. Карбазоловая реакция.
§3. Реакции на дезоксирибозу и рибозу.
Реакция Фельгена для выявления ДНК (механизмы реакции, назначение реакции, виды гидролизов, подбор оптимальных параметров реакции). Метахромное окрашивание в реакции Фельгена – плазмалевая реакция. Реакция с фенил-триоксифлуороном. Метод Коэна.
§4. Другие реакции для выявления нуклеиновых кислот.

Выявление ДНК и РНК методом Браше. Методика выявления делящихся  клеток. Контроли на нуклеиновые кислоты: ферментативный контроль нуклеазами, неферментативный контроль.
ТЕМА 4. Гистохимия полисахаридов (6 часов)

§1. Методы выявления нейтральных полисахаридов и гликогена.

Реакция Шифф-йодная кислота (ШИК-реакция) для выявления гликогена и нейтральных полисахаридов (Метахромное окрашивание при ШИК-реакции). Дифференцировка веществ, дающих ШИК-положительную реакцию (ферментативный контроль на гликоген, экстракция липидов, обработка срезов трипсином). Выявление гликогена по Мак-Манусу. Выявление гликогена по Баэру. Методы с применением йода. Карминовый метод Беста.
§2. Выявление кислых мукополисахаридов.
Выявление кислых мукополисахаридов альциановым синим по Стидмену. Метод Гале. Окраска цианиновым красным. Дифференцировка кислых мукополисахаридов (обработка гиалуронидазой, реакция метилирования).
§3. Другие методы выявления полисахаридов.
Комбинированный метод выявления полисахаридов по Моури. Комбинированный метод выявления кислых мукополисахаридов и ДНК.
ТЕМА 5. Гистохимия липидов (6 часов)

§1. Окрашивание липидов различными видами суданов.

Окрашивание суданом черным В. Окрашивание липидов смесью суданов Ш и IV по Кею.
§2. Физические методы выявления липидов.
Экстракционные методы. Изучение в поляризованном свете.
§3. Другие методы выявления липидов.

Выявление липидов нильским голубым по Кейне. Методика дифференциального окрашивания нильским голубым. Реакции с дигитонином. Окраска липидов шарлахом R по Ромейсу. Плазмалевая реакция Фельгена-Хэйса по Пирсу. Псевдоплазмалевая реакция на связанные фосфолипиды. Выявление фосфолипидов методом хромирования. Выявление фосфолипидов кислым гематеином Бейкера в модификации Бухвалова. методы с применением осмиевой кислоты.
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Самостоятельная работа включает библиотечную или домашнюю работу с учебной литературой и конспектом лекций, написание итогового отчета и подготовку к зачету.

Порядок выполнения самостоятельной работы учащиеся определяют сами.

Контроль результатов самостоятельной работы осуществляется в ходе проверки итогового отчета и во время зачета.

Учебно-методическое обеспечение самостоятельной работы см. ниже, в соответствующей главе УМКД.

Контрольные вопросы и задания для проведения лабораторных работ и подготовки к зачету приведены ниже по тексту.

Задания и вопросы для подготовки к ЛАБОРАТОРНЫМ РАБОТАМ
Тема 1. Приготовление постоянного гистологического препарата.
1. Каковы основные задачи фиксации материала?
2. Какими свойствами должен обладать фиксатор?
3. Каковы основные правила фиксации?
4. Какие фиксаторы принято относить к простым, а какие – к сложным?

5. Основные свойства и особенности применения формалина.

6. Основные свойства и особенности применения метилового и этилового спирта.

7. Основные свойства и особенности применения фиксаторов Буэна и Карнуа.

8. Основные свойства и особенности применения фиксаторов Ценкера и Навашина.

9. Каковы задачи заливки и ее основные этапы?

10. Как осуществляется подбор времени разных этапов заливки? Какие факторы при этом стоит учитывать?

11. Каковы основные способы обезвоживания ткани и какие вещества для этого используют?

12. Какие заливочные среды вам известны? Их особенности.

13. Каковы основные правила и особенности микротомирования?
14. Из каких узлов состоит микротом? Чем отличаются разные типы микротомов?

15. В чем заключаются основные правила окраски гистологических препаратов?

16. Какие среды для заключения препаратов вам известны? В чем их особенности?

Тема 2. Гистохимия белков.
1. Как устроены белки и каковы их основные свойства?
2. Какие физические методы для выявления различных классов белков вам известны?
3. С помощью каких реакций можно выявлять общее содержание белков?

4. С помощью каких реакций можно выявлять основные белки?

5. Какие реакции для выявления аминогрупп в белках вам известны?
6. Какие реакции для выявления карбоксильных групп в белках вам известны?

7. С помощью каких реакций можно выявлять дисульфидные и сульфгидрильные группы?

8. Какие реакции для выявления аминокислоты триптофана вам известны?
9. С помощью каких реакций можно выявлять аминокислоты тирозин, триптофан и гистидин?

Тема 3. Гистохимия нуклеиновых кислот.
1. Каково химическое строение нуклеиновых кислот?
2. Какие функциональные группы нуклеиновых кислот чаще всего выявляются с помощью гистохимических реакций?

3. На чем основано выявление ДНК и РНК с помощью реакции галлоцианин-хромовых квасцов?

4. На чем основано выявление ДНК с помощью реакции Фельгена?
5. Какие варианты гидролиза в реакции Фельгена вам известны и каковы их особенности?
6. С чем связана возможность появления метахромной окраски в реакции Фельгена?
7. С чем связано поглощение света в ультрафиолетовой области нуклеиновыми кислотами?

8. Какие еще методы выявления нуклеиновых кислот вам известны?
9. Какие контроли применяют при окрашивании нуклеиновых кислот и для чего их используют?

Тема 4. Гистохимия полисахаридов.
1. Какова классификация углеводов?
2. Какие группы углеводов выявляются с помощью гистохимии и почему не выявляются остальные?

3. Какие реакции можно применять для выявления нейтральных полисахаридов?
4. Каков механизм ШИК-реакции?

5. Какова природа метахромного окрашивания в ШИК-реакции и как дифференцировать ШИК-положительные вещества?

6. Какие основные способы гистохимических окрасок на гликоген вам известны?

7. С помощью каких реакций можно выявлять кислые мукополисахариды?
8. Как можно дифференцировать кислые мукополисахариды?

9. Какие комбинированные методы выявления углеводов вам известны?

Тема 5. Гистохимия липидов.
1. Какова классификация липидов?
2. Какие основные виды суданов вам известны? Каковы их свойства?
3. Какие группы липидов можно выявлять с помощью различных суданов?

4. Какие физические методы выявления липидов вам известны?

5. Какие реакции для выявления фосфолипидов вам известны?
6. С помощью каких еще красителей можно выявлять липиды в тканях?
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Контроль знаний по пройденным темам производится с помощью контрольных вопросов (см. ниже), а также путем написания отчетов по проделанной в рамках данной темы работе (рабочую схему отчета смотри ниже).

Список контрольных вопросов по темам в рамках курса

«Методы цитологических исследований»
Тема 1. Приготовление постоянного гистологического препарата.

1. Фиксация – ее задачи и основные правила.

2. Фиксаторы – их свойства, классификация, примеры с описаниями свойств.
3. Заливка – ее задачи, основные этапы, подбор их времени, а также заливочные среды и их свойства.
4. Микротомирование – основные правила и особенности, строение микротомов и их типы.
5. Окраска гистологических препаратов – основные правила и подходы.
6. Заключение гистологических препаратов – основные правила, примеры сред для заключения и их свойства.
Тема 2. Гистохимия белков.

1. Строение белков. Физические методы выявления белков.
2. Основные реакции для выявления общих или основных белков, их особенности.
3. Основные реакции для выявления функциональных групп белков, их особенности.
4. Основные реакции для выявления отдельных аминокислот в белках, их особенности.
Тема 3. Гистохимия нуклеиновых кислот.

1. Строение нуклеиновых кислот. Физические методы выявления нуклеиновых кислот.
2. Основные контроли на нуклеиновые кислоты в гистохимических окрасках, их особенности.

3. Основные реакции, связанные с наличием остатка фосфорной кислоты и сахара (рибозы или дезоксирибозы).
4. Реакция Фельгена – механизм, особенности, варианты гидролизов, метахромное окрашивание.
Тема 4. Гистохимия полисахаридов.

1. Строение углеводов, их классификация. Особенности выявления разных групп углеводов.
2. Основные реакции для выявления нейтральных полисахаридов и гликогена, их особенности.
3. Основные реакции для выявления кислых полисахаридов и их отдельных групп, их особенности.
4. ШИК-реакция – механизм, особенности, метахромное окрашивание, дифференцировка ШИК-положительных веществ в клетке.
Тема 5. Гистохимия липидов.

1. Строение липидов, их классификации. Физические методы выявления липидов.
2. Основные судановые красители, их свойства и группы липидов, которые они выявляют.
3. Основные реакции для выявления фосфолипидов, их особенности.
4. Основные реакции с участием нильского голубого, их особенности, какие группы липидов при этом выявляются.
Рабочая схема отчета по дисциплине
«Методы цитологических исследований»
Отчет студента(ки) ____ группы по дисциплине
«Методы цитологических исследований»

1. Характеристика объекта исследования. (Приводится краткая характеристика объекта исследования, в частности, его систематическое положение, место и время взятия и фиксации материала, характеристика района взятия при необходимости).
2. Основная схема обработки и заливки материала. (Приводится краткая характеристика и особенности фиксации материала, основные этапы проводки материала, их конкретное время и растворы, которые использовались в работе, описывается заливочная среда и ее особенности).
3. Приготовление срезов, их окраска и заключение. (Приводится краткое описание используемого метода микротомирования и способа приготовления гистологических срезов с описанием возможных особенностей, перечисляются (без полного описания) выбранные методы окрашивания, упоминается способ заключения препаратов с описанием особенностей среды для заключения).
4. Гистохимическое исследование материала. (Приводится описание всех гистохимических методов, освоенных студентов с полным описанием приготовления рабочих растворов и последовательности этапов окрашивания. Описание каждой методики обязательно сопровождается зарисовкой препарата с цветовой передачей особенностей гистохимической окраски, масштабом и основными обозначениями).
4.1. Выявление общих и основных белков (приводится полное описание методик для выявления общих и основных белков, использованных в работе, и их особенности).

4.2. Выявление функциональных групп белков (приводится полное описание методик для выявления различных функциональных групп белков, использованных в работе, и их особенности).

4.3. Выявление отдельных аминокислот (приводится полное описание методик для выявления отдельных аминокислот в составе белков, использованных в работе, и их особенности).
4.4. Выявление нуклеиновых кислот (приводится полное описание методик для выявления нуклеиновых кислот, использованных в работе, и их особенности).

4.5. Выявление нейтральных полисахаридов и гликогена (приводится полное описание методик для выявления нейтральных углеводов и гликогена, использованных в работе, и их особенности).

4.6. Выявление кислых полисахаридов (приводится полное описание методик для выявления кислых полисахаридов, использованных в работе, и их особенности).

4.7. Выявление липидов (приводится полное описание методик для выявления липидов, использованных в работе, и их особенности).

5. Выводы. (Приводится формулировка выводов по результатам проведенного гистохимического исследования).
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Основная литература

1. Кузнецов В.В., Романов Г.А. Молекулярно-генетические и биохимические методы в современной биологии растений. М.: БИНОМ. Лаборатория знаний, 2011, 2012. 487 с.
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Дополнительная литература
1. Bancroft J.D., Stevens A. Theory and practice of histological techniques. Edinburg et.al.: Churchill Livingstone, 1996.
2. Cell Biology : A Laboratory Handbook : vol. 2 /ed. by Julio E. Celis. - San Diego, California London Boston, Massachusetts : Academic Press , 1998. 533 p.

3. Immunocytochemistry and In Situ Hybridization in the Biomedical Sciences /Под ред. Beesley J.E. - Boston : Birkhauser , 2001. 267 p.
4. Molecular biology Techniques. An Intensive Laboratory Course /Ream W., Field K.G. - San Diego : Academic Press , 1999. 234p.

5. Артишевский А. А., Леонтюк А. С., Слука Б. А. Гистология с техникой гистологических исследований. Минск : Вышэйшая школа, 1999. 236 с.
6. Буйкис И.М. Гистохимия дегидрогеназ развивающегося спинного мозга. Рига: Зинатне, 1975. 230 с.

7. Введение в количественную цитохимию, пер. с англ. - М.: Мир, 1969. 439 с.

8. Волкова О. В., Елецкий Ю. К. Основы гистологии с гистологической техникой. М. : Медицина, 1971. 272 с.

9. Гайер Г.  Электронная гистохимия : Пер. с нем. /Гайер Г.; Под ред. Н.Т. Райхлин. - М. : Мир , 1974  488 с.

10. Дженсен У. Ботаническая гистохимия Пер. с англ. М.: Мир, 1965. 377 с.

11. Кисели Д. Практическая микротехника и гистохимия. Будапешт : Изд-во акад. наук Венгрии, 1962. 399 с.

14. Кухтина Ж. М. Руководство к практическим занятиям по цитологии : учебное пособие для педагогических институтов. - Москва : Просвещение , 1971. 111 с.
15. Лилли Р. Патогистологическая техника и практическая гистохимия. М.: Мир, 1969. 645 с.

16. Лойда З., Госсрау Р., Шиблер Т. Гистохимия ферментов. Лабораторные методы. М.: Мир, 1982. 272 с.

17. Луппа Х. Основы гистохимии /Х. Луппа ; пер. с нем. И. Б. Бухвалова, Е. Д. Вальтер. - Москва : Мир , 1980.  343 с.

18. Медицинские лабораторные технологии, т. 1. (под ред. А. И. Карпищенко). Т. 1. С-Пб. : Интермедика, 1998. 407 с.

19. Меркулов Г. А. Курс патологогистологической техники. Л. : Изд-во мед. лит-ры, 1961. 340 с.

20. Микроскопическая техника (Руководство для врачей и лабораторий) (Под ред. Д. С. Саркисова и Ю. Л. Перова). М. : Медицина, 1996. 543 с.

21. Паушева З.П. Практикум по цитологии растений. М.: Агропромиздат, 1970, 1974, 1988. 270 с.
22. Пирс Э. Гистохимия : Теоретическая и прикладная; ред. В. В. Португалов. М.: Изд-во иностранной лит-ры, 1962. 962 с.

23. Полак Д., Норден С.В. Введение в иммуноцитохимию. М.: Мир. 1987.

24. Ромейс Б. Микроскопическая техника. - Москва : Иностранная литература , 1953, 1954. 718 с.
25. Роскин Г. И., Левинсон Л. В. Микроскопическая техника. М. : Сов. Наука. 1957. 439 с.

26. Руководство по цитологии, Т. 1. М.-Л. : Наука, 1965. 572 с.

27. Ташкэ К. Введение в количественную цито-гистологическую морфологию: пер. с румынского. – Бухарест: Издательство Академии социалистической республики Румынии, 1980. 191 с.

Программное обеспечение и Интернет-ресурсы

1. Буданцев А.Ю. Основы гистохимии: Учебное пособие (компьютерный вариант). - Пущино: Пущинский гос. ун-т, 2008. – Режим доступа: http://window.edu.ru/resource/159/59159
2. Ведунова М.В. Иммуноцитохимические методы исследований в клеточных культурах и тканях // электронное методическое пособие. - Нижний Новгород, 2011. – 30с. – Режим доступа: http://www.unn.ru/pages/e-library/methodmaterial/2010/113.pdf
3. Карнаухов В.Н. Люминесцентный анализ клеток. - Пущино: Электронное издательство "Аналитическая микроскопия" (Под ред. проф. А.Ю. Буданцева), 2004. - 131 с. – Режим доступа: http://www.edu.ru/db/portal/e-library/00000048/00000048.htm
4. Машкина О.С., Лавлинский А.В. Цитологическое изучение растительных и животных клеток: Учебное пособие по курсу "Цитология". - Воронеж: Изд-во ВГУ, 2005. - 79 с. – Режим доступа: http://window.edu.ru/resource/457/59457
5. Назарова М.Н., Гаврилов И.А., Багрянская Н.А. Техника изготовления микротомных и давленых препаратов: Практическое пособие к большому практикуму по цитологической и эмбриологической микротехнике. Часть 1. - Воронеж: Изд-во ВГУ, 2002. - 23 с. – Режим доступа: http://window.edu.ru/resource/313/27313
6. Полякова-Семенова Н.Д. Большой практикум по физиологии человека и животных. Техника гистологических исследований: Практикум по специальности 020201 (011600) - "Биология". - Воронеж: Изд-во ВГУ, 2005. - 15 с. – Режим доступа: http://window.edu.ru/resource/458/59458
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В данном глоссарии приводится лишь часть терминов, употребляемых в рамках изучения дисциплины «Методы цитологических исследований». За более подробной информацией надо обращаться к учебной литературе и специальным справочникам.

- А -

Абсолютный спирт – этиловый спирт, экспонированный на обезвоживающем агенте (чаще всего, медном купоросе); концентрация спирта в таком растворе может достигать 99%.

Адгезионное покрытие – слой специальных веществ, усиливающих прикрепление материала, наносимый на предметное стекло; как правило, в качестве таких покрытий используют яичный белок («японский метод») и полилизин.

Альциановый синий – гистохимический краситель, применяемый для выявления кислых углеводов и дифференцировки сульфатированных мукополисахаридов.

Апоптоз – запрограммированная клеточная гибель; чаще всего используется в эмбрио- и гистогенезах, а также при физиологической регенерации ткани или органа.

- Б -

Бальзам канадский – см. Канадский бальзам.

Белок – (см. Японский метод) смесь яичного белка и глицерина, который наносят на предметные стекла для усиления адгезии срезов.

См. также:
- полилизин.

Биологическая мембрана - белково-липидная структура (жидкостно-мозаичная модель строения), расположенная на поверхности клетки или на поверхности внутриклеточных частиц ядра, митохондрий и др.; обладая избирательной проницаемостью, биологические мембраны регулируют в клетках концентрацию солей, сахаров, аминокислот и других продуктов обмена веществ.

Биоэтика – учение о нравственной стороне деятельности человека в медицине и биологии; подразумевает знакомство каждого исследователя с правилами гуманного обращения с животными.

Бромфеноловый синий (БФС) – широко используемый гистохимический краситель для выявления крупных групп белков (общих белков или основных белков).

Буэн – см. Жидкость Буэна.

- В -

Визуализация – процедура, методика или др., позволяющая выявлять какие-либо вещества или структуры под микроскопом или даже невооруженным глазом.

Воск – пчелиный воск, добавляемый в парафин для обеспечения большей прочности.

- Г -

Галлоцианин – широко используемый в гистохимии реагент для выявления нуклеиновых кислот; используется в комплексе с хромовыми квасцами.

Гематоксилин – самый распространенный общеморфологический краситель; чаще всего применяется вместе с эозином; имеет основную природу и окрашивает все структуры, имеющие кислую реакцию; обусловливает базофильные свойства тканей.

Гистохимическая окраска – вариант окраски препаратов, при котором визуализируются (выявляются) только определенные вещества, клеточной или тканевые структуры (например, прочный зеленый и др.).

Гистохимия (синоним: Цитохимия) – раздел гистологии (цитологии), изучающий локализацию различных химических веществ и продуктов их метаболизма в тканях; выявление веществ происходит, как правило, с помощью специфических химических веществ или красителей, а в последнее время и с помощью антител (иммуногистохимия - иммуноцитохимия).

- Д -

Давленый препарат – тип гистологического препарата часто используемый при изучении ядер и хроматина; получается путем надавливания покровным стеклом на объект, находящийся на предметном стекле.
Дезагрегация клеток – разделение тканевой пробы или монослоя клеток на отдельные клетки; может осуществляться механически и химически, с помощью ферментов, например, трипсина.
Депарафинирование – обязательный этап при приготовлении гистологического препарата, производимый перед окраской материала; заключается в удалении парафина со срезов, что позволяет обеспечить наибольшее качество окрашивания препаратов; как правило, осуществляется с помощью батареи, в которой первым раствором являются две порции ксилола, за которыми идет обработка спиртами понижающейся концентрации.

- Ж -

Жидкость Буэна – один из самых распространенных сложных фиксаторов; представляет собой смесь насыщенного раствора пикриновой кислоты, ледяной уксусной кислоты и формалина.

Жидкость Карнуа - один из самых распространенных сложных фиксаторов; представляет собой смесь этилового спирта, хлороформа и ледяной уксусной кислоты.

Жидкость Навашина – один из широко-используемых сложных фиксаторов; представляет собой смесь хромовой кислоты, формалина и ледяной уксусной кислоты.

- З -

Заключение срезов – последний этап в приготовлении гистологического препарата; предполагает использование специальной полимерной среды, помещаемой под покровное стекло; для заключения используют различные смолы и бальзамы, но можно заключать также в воду, глицерин, глицерин-желатин и другие среды.
Заливка – один из этапов приготовления светомикроскопического препарата (в светомикроскопической технике), при котором фиксированный материал помещается в плотную среду, которая позволит исследователю делать гистологические срезы; в качестве заливочных сред чаще всего используют парафин и его более чистые аналоги – парапласт, парагист, а также целлоидин и синтетические смолы.

-И -

Иммуногистохимия (синоним: Иммуноцитохимия) – специальный метод, позволяющий идентифицировать локализацию в тканях и отдельных клетках определенных веществ (антигенов), чаще всего белковой природы, за счет связывания со специфическими антителами; в отличие от термина «Иммуноцитохимия» чаще употребляется для тканевого уровня и в исследованиях опухолей.

Иммуноцитохимия – см. Иммуногистохимия; в отличие от термина «Иммуногистохимия» чаще употребляется для готовых препаратов их фиксированных образцов.

- К -

Канадский бальзам – специальный раствор, приготовленный на основе смолы канадского кедра и ксилола; применяется для заключения и хранения гистологических препаратов; считается одной из самых оптимальных сред для заключения препаратов.

Клеточная мембрана (синонимы: Плазмалемма; Плазматическая мембрана) - биологическая мембрана, окружающая протоплазму живой клетки; клеточная мембрана участвует в регуляции обмена веществ между клеткой и окружающей ее средой; у некоторых (растительных) клеток наружная оболочка клетки помимо клеточной мембраны состоит еще из нескольких оболочек.

Конфокальная микроскопия (синонимы: CM; LSM; Лазерная сканирующая микроскопия) – один из методов световой (оптической) люминесцентной микроскопии, наиболее популярный на сегодняшний день, в котором увеличивается качество изображения за счет отсечения фонового света с использованием дополнительных диафрагм или специальных приспособлений; картинка в таком микроскопе формируется строго в фокальной плоскости для данной длины света (отсюда – конфокальная) с помощью отдельно регистрируемых в данный момент точек путем сканирования (отсюда – лазерная сканирующая).

Краситель Романовского – Гимзе – широко распространенный в медицинской практике общеморфологический краситель, представляющий собой готовую смесь азура и эозина.
- Л -

Лазерная сканирующая микроскопия – см. Конфокальная микроскопия.
Лиганд – вещество, специфически связывающееся с определенными рецепторами клетки.

Люминесцентная микроскопия – один из методов световой микроскопии, позволяющий наблюдать первичную или вторичную люминесценцию различных микроскопических объектов.

- М -

Метод Браше – широко используемая гистохимическая реакция для дифференцированного выделения ДНК и РНК; основана на связывании метилового зеленого с ДНК, а пиронина – с РНК.

Метод нингидрин-Шифф – распространенный гистохимический метод для выявления аминогрупп (NH2) в белках.

Микроскоп – оптический прибор, предназначенный для получения увеличенных изображений, а также измерения объектов, невидимых или плохо видимых невооруженным глазом.
Микроскопия – наука на стыке физики и биологи, занимающаяся изучением устройства и функционирования микроскопов разных типов.


См. также:
- Световая микроскопия;





- Электронная микроскопия.

Микротом – прибор для приготовления гистологических срезов (от 0,05 до 100 мкм); в зависимости от того, какой толщины срезы готовит прибор, могут быть обычные микротомы и ультрамикротомы (готовит срезы от 0,05 до 2,5 мкм).

Микротомирование – работа на микротоме, приготовление срезов.

Микротомное лезвие – вариант одноразового микротомного ножа; представляет собой тонкую стальную пластину; не подлежит затачиванию.

Микротомный нож – многоразовый нож для приготовления гистологических срезов; подлежит затачиванию на специальном точильном камне с мелким абразивным покрытием; представляет собой пластину из прочных сортов стали; может иметь разный профиль для приготовления срезов материала, залитого в разные среды.
- Н -

Нагревательный столик – см. Плитка-расправилка.
Нильский голубой – широко используемый гистохимический краситель, окрашивающий разные группы липидов.

Нож – см. Микротомный нож, Микротомное лезвие, Стеклянный нож.

- О -

Обезвоживание – освобождение материала или препаратов от воды; является одним из этапов заливки материала, а также используется перед заключением препаратов; в качестве обезвоживающих агентов чаще всего используются этиловый спирт и ацетон.

Общеморфологическая окраска – вариант окраски гистологических препаратов, при котором можно визуализировать большую часть клеточных и тканевых структур (например, гематоксилин-эозин, окраска по Романовскому-Гимзе).

Объект-держатель – часть микротома, на которой закрепляется исследуемый материал для приготовления срезов.

Окраска по Бауэру – гистохимическая реакция для выявления гликогена; в основе лежит обработка хромовой кислотой и окраска реактивом Шиффа.

Окраска по Бесту – широко распространенная гистохимическая реакция для выявления гликогена.

Окраска по Моури – широко распространенный комбинированный гистохимический методы окраска, применяемый для дифференцировки различных групп углеводов (нейтральных, кислых и кислых сульфатированных).

Окраска препаратов – один из этапов приготовления гистологического препарата, предназначен для улучшению визуализации клеточных и тканевых структур.

См. также: 
- Гистохимическая окраска;




- Общеморфологическая окраска.

- П -

Парагист – специальная полимерная среда, представляющая собой очищенный парафин с добавленными пластификаторами.

Парапласт - специальная полимерная среда, представляющая собой очищенный парафин с добавленными пластификаторами.

Парафин – смесь высокомолекулярных углеводородов; одна из самых распространенных сред для заливки материала; для заливки требует добавления небольшого количества (около 5%) воска для обеспечения большей прочности.

Плазмалемма (синонимы: Клеточная мембрана; Плазматическая мембрана) - биологическая мембрана, окружающая протоплазму живой клетки; плазмалемма участвует в регуляции обмена веществ между клеткой и окружающей ее средой; у некоторых клеток наружная оболочка клетки помимо плазмалеммы состоит еще из нескольких оболочек.

Плазматическая мембрана – см. Плазмалемма или Клеточная мембрана.

Плитка-расправилка – (см. Нагревательный столик) специальная металлическая поверхность с термореле, которая может поддерживать постоянную температуру; предназначена для расправления гистологических срезов.

Полилизин – раствор поли-L-лизина, который наносят на поверхность предметных стекол для усиления адгезионной способности.

См. также:
- белок.

Постфиксация – этап при приготовлении гистологического препарата часто применяемый для усиления эффекта первичной фиксации.
Пробоподготовка – подготовка вещества, ткани, органа, материала для определенного вида анализа.

Пролиферация – деление клеток посредством митоза. Приводит к увеличению количества клеток в культуре.

Промежуточная среда – химическое вещество, способное растворяться как в среде, предназначенной для заливки, так и в спиртах; позволяет производить последовательную и мягкую проводку материала во время заливки; в качестве промежуточных сред при парафиновой заливке чаще всего используют ксилол, бензол и хлороформ.

Прочный зеленый – один из широко-распространенных гистохимических красителей на большие группы белков; качество и специфичность реакции зависят от рН раствора.

- Р -

Реакция Даниелли – распространенная гистохимическая реакция для выявления трех аминокислоты в тканях (тирозина, гистидина и триптофана).

Реакция Милона – распространенная гистохимическая реакция для выявления в тканях аминокислоты тирозина.

Реакция Фельгена – широко используемая гистохимическая реакция для выявления ДНК; основывается на гидролизе в соляной кислоте разной концентрации с последующей окраской реактивом Шиффа; идеально подходит для количественных измерений ДНК.

Репродукция клеток – процесс клеточного размножения за счет различных типов деления клетки; лежит в основе роста организмов, обновления клеток и регенерации.

Рецептор – структура поверхностного аппарата или молекулярный комплекс в цитоплазме клетки, ответственные за связывание с определенными лигандами и инициацию определенных реакций внутри клетки, приводящих к определенному клеточному поведению (клеточному ответу); как правило, является гликопротеидом или гликолипидом.

Рисовальный аппарат – специальное приспособление, предназначенное для перенесения изображения с гистологического препарата на лист бумаги с точной передачей формы и пропорций объектов.

- С -

Световая микроскопия - наука на стыке физики и биологи, занимающаяся изучением устройства и функционирования световых микроскопов.

Светомикроскопическая техника – процесс приготовления препаратов для световой микроскопии, включающий несколько обязательных этапов: фиксацию, заливку, приготовление срезов, окраску срезов и их заключение.

Спирт – один из самых распространенных простых фиксаторов; в качестве фиксаторов используются этиловый и метиловый спирты.

СПУК - один из самых распространенных сложных фиксаторов; представляет собой смесь этилового спирта и ледяной уксусной кислоты; применяется при приготовлении давленых препаратов.

Стеклянный нож - вариант одноразового микротомного ножа; не подлежит затачиванию; готовится с помощью специального прибора – найфмейкера, путем разламывания стеклянного полотна; применяется для приготовления тонких и полутонких срезов.

Суданы – группа нейтральных жирорастворимых красителей, применяемая для окраски общих липидов или их отдельных групп.
- Т -

Тотальный препарат – тип гистологического препарата, который представляет собой мелкие организмы целиком или целые части крупного организма (оболочки органов и др.).

- У -

Ультрамикротом – специальные микротомы, с помощью которых можно получать срезы толщиной от 0,05 до 2,5 мкм; как правило, используется в электронной микроскопии.

- Ф -

Ферментативная дезагрегация - разделение тканевой пробы или монослоя клеток на отдельные клетки под воздействием специальных ферментов (например, трипсина или пепсина).

Ферри-феррицианидный метод – широко используемая гистохимическая реакция для выявления дисульфидных и сульфгидрильных связей; основывается на реакции с красной кровяной солью и хлоридом железа (или сульфатом).
Фиксатор – химическое вещество, в котором осуществляется фиксация; бывают простые (из одного компонента) и сложные (из нескольких компонентов) фиксаторы.

Фиксация – первый этап при приготовлении гистологического препарата, когда исследуемую ткань стараются, по возможности, сохранить в ее оригинальном виде; существует физическая (лиофильная сушка, заморозка) и химическая (опускание в раствор фиксатора, например, формалина или спирта) фиксация.

Флуорохром – краситель, обладающий свойством флуоресценции и используемый во флуоресцентной микроскопии.

Формалин – один из самых распространенных простых фиксаторов; представляет собой водный 40%-ный раствор формальдегида.

ФСУ - один из самых распространенных сложных фиксаторов; представляет собой смесь формалина, этилового спирта и ледяной уксусной кислоты.

- Х -

Хромпик – смесь концентрированной серной кислоты и бихромата калия; применяется для очистки стеклянной посуды от широкого спектра органических и неорганических загрязнителей.

- Ц -

Целлоидин – одна из распространенных сред для заливки; предназначена для наиболее капризных, плохо пропитывающихся тканей, которые легко сжимаются при обычной заливке материала в парафин; представляет собой очищенную нитроклетчатку.

Цитохимия – см. Гистохимия.

- Ш -

ШИК-реакция (реакция Шифф - Йодная Кислота) – широко распространенная гистохимическая реакция на нейтральные углеводы, в том числе, гликоген; осуществляется с помощью обработка йодной кислотой или перийодатами с последующей окраской реактивом Шиффа).

- Щ -

Щелочная дезагрегация - разделение тканевой пробы или монослоя клеток на отдельные клетки под воздействием крепкого раствора щелочи (50 %).

- Э -

Электронная микроскопия - наука на стыке физики и биологи, занимающаяся изучением устройства и функционирования электронных микроскопов.

Эозин - самый распространенный общеморфологический краситель; чаще всего применяется вместе с гематоксилином; имеет кислую природу и окрашивает все структуры, имеющие щелочную реакцию; обусловливает оксифильные свойства тканей.

- Я -

Японский метод – (см. Белок) метод, согласно которому применяют смесь яичного белка и глицерина, который наносят на предметные стекла для усиления адгезии срезов.

