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:آنچه براي مطالعات بافت شناسي لازم است

کردهمشاهدراآننظرموردميکروسکوپوسيلهبهبتوانکهطوريبهارگانيابافتيکآميزيرنگوسازيآمادهبرايروشي
(...وفلوروسنتالکتروني،نوري،)مناسبميکروسکوپ

. 



کنندميبيانرافلوروسنتپروتئينکهپورکنژهايسلولازکانونهمميکروسکوپتصوير



چگونه يک نمونه براي مطالعات بافت شناسي آماده مي شود

بهاينکهمگراشدبنميپذيرامکانآنهاازنازکبرشتهيهبنابراينوبينندميصدمهياشدهپارهآسانيبهوهستندنرمبسيارتازههايبافتاغلب
درحمايتيچنينآوردنفراهمبرايروشدوکليطوربه.شوندحمايتزدن،برشهنگامدرکهصورتيبهشوندتثبيتياحفظشيمياييصورت
:داردوجودزدنبرشهنگام

گويندزدهيخهايبرشها،برشنوعاينبه.زدبرشزدهيخصورتبهرابافتتوانمي-1

اجازهوشودميتبديلمناسبفيزيکيخواصباجامديبهبعدا ًکهکنندميواردبافتبهمايعحالتدرراشيمياييمادهيکديگرروشدر-2
گويندپارافينيهايبرشها،برشنوعاينبه.استمواداينازاينمونهپارافين.دهدميرانازکهايبرشگرفتن





CRYOSECTION

شوندميتهيهباشد،بافتسريعبررسيبهنيازکهموارديدرودارندپارافينيهايبرشبهنسبتکمتريکيفيتزدهيخهايبرش

حالتدروداريخچالهايميکروتومتوسطسپس.کنندميمنجدرابافتمايع،نيتروژندرآبازغنيهايبافتفروبردنباابتدازده،يخهايبرشتهيهبراي
شوندميمطالعهميکروسکوپباوآميزيرنگهابرشآنازپس.زنندميبرشراهانمونهمنجمد،

شوندميشناختهنامبهداريخچالهايميکروتوم



براي تهيه برش هاي پارافينيآماده سازي بافت

صورتيبهودشميورغوطهمناسبشناسيبافتموميکدرکاملطوربهوشدهتثبيتجانورياانسانازشدهگرفتهبافتآنطيدرکهمراحليبه
گويند«بافتسازيآماده»شود،ميکروتومدستگاهتوسطزدنبرشآمادهکه

(پارافين)مومبهسازيآغشتهوسازيشفافآبگيري،تثبيت،:استمرحلهچهارشاملبافتسازيآماده

. 



تثبيت کردن -1

مايعيکدرتبافهايتکههدفاينبهحصولبراي.استخودطبيعيصورتبهبافتهاحفظسلولي،وشناسيبافتهايتکنيکهمهبخشمهمترين
fixation)کنندهتثبيت fluid)مانهدرآزمايشگاهيجانورياانسانازنمونهبرداشتازبعدبلافاصلهکارايننمودتلاشبايد.شوندميورغوطه
.گيردقرارکنندهتثبيتدربلافاصلهوحملآزمايشگاهبهفورا بايدنمونهصورتاينغيردر.گيردانجامبرداشتمحل

 کردناوممقباراسلولبيرونودرونساختارهاينيزوکندميجلوگيرياتوليزازليزوزوميهايآنزيمکردنفعالغيرباکنندهاتثبيتاصولا
فسادجبموکههاقارچوهاباکتريرشدازهمچنينهاکنندهتثبيت.کندميپايدارمايعات،سايروآبتوسطشدنحلبهنسبتهاماکرومولکول

.کنندميجلوگيريشوند،مي

 رودميکاربهکردنتثبيتبراي%10غلظتبافرمالينيا%4غلظتبافرمالدهايدمعمولا

گيردميانجاماتاقحرارتدرکردنتثبيتعمل

استلازمکردنتثبيتبرايزمانساعت24تا6نمونهاندازهبهبسته

گيرندميقرارمشخصاتذکربامناسبظروفياويژههايسبددرهانمونه

شدهبيتتثخوبيبهنمونهکهاستاستفادهقابلزمانيتنهانمونهاصليمورفولوژيجزئيات
باشد

هانمونهضعيفکردنتثبيتپيدر:
گيردميانجامبيشتريمشکلاتباوسختيبهآنهارويبرشانجام
گيريبرشوسازيآمادهمراحلبقيهدقيقانجاموجودباحتيهانمونهمورفولوژي

شودنميدادهنشانخوبيبهدرست،

اهميت تثبيت کردن



نحوهًعملًفرمالدهايد



(DEHYDRATION)آبگيري -2

فروباعملناي.شودحذفآنآببايدگيردقرارپارافيندرنمونهآنکهازقبلاست،(آبدرحلقابلغير)هيدروفوبيکپارافيناينکهدليلبه
ميانجام،رسندميآببدونکاملا ًوخالصالکلبهنهايتدرواندشدهمرتبغليظبهرقيقازکهاتانولالکلازهاييمحلولدرهانمونهبردن
گيرد

مثاليک:

A typical dehydration sequence for specimens not more than 4mm thick would be:

 70% ethanol 15 min

 90% ethanol 15 min

 100% ethanol 15 min

 100% ethanol 15 min

 100% ethanol 30 min

 100% ethanol 45 min



(CLEARING)شفاف سازي -3

بنابراين.نيستنديکديگردرحلقابلپارافينوالکلزيرادادنفوذپارافينآندرتواننميهنوزولياستآبفاقدکاملا ًنمونهمرحلهاينتااينکهوجودبا
خودبعدهمرحلدرسپسوشودمياتانولجايگزينحلالاين.استاختلاطقابلپارافينباهموالکلباهمکهشودمياستفادهحدواسطحلاليکاز

نايدراستفادهموردموادازبرخيکهاستايننامگذاريايندليل.شودميناميدهسازيشفافمرحلهاين.گرددميجايگزينشدهذوبپارافينتوسط
هابافتچربينبردبينازوحلکنندهشفافموادديگرمهمنقش.شوندمينيزهابافتشفافيتموجببالاتر،نسبتا ًشکستضريبدليلبهمرحله
کنندميجلوگيريپارافيننفوذازماندنباقيصورتدرکهاست

شوداتانولجايگزينکاملا تااستلازمگزيللازدادنعبورمرحلهچندينواستگزيللکنندهشفافمادهترينمعمول

مثاليک:

A typical clearing sequence for specimens not more than 4mm thick would be:

xylene 20 min

xylene 20 min

xylene 45 min 



INFILTERATION)آغشته سازي با موم -4 WITH WAX)

قرارفادهاستموردمنظوراينبرايمختلفموادهاسالبراياگرچه.شودميدادهنفوذبافتدرشناسيبافتمناسبموميکمرحلهايندر
بافتداخلبهتواندميواستمايعگرادسانتيدرجه60درپارافين.هستندترمتداولپارافينپايهبرشناسيبافتهايموماند،گرفته
.کردتهيهمنسجميهايبرشآنازتوانميوشدهجامددماايندرکهشودميسردگرادسانتيدرجه20دمايتاسپسوکندنفوذ
کيفيزيخواصويژهفرمولاسيوناين.هستندهارزينانواعمانندديگرافزودنيمادهچندوخالصپارافينازمخلوطيهاموماينگاهي

وزدبرشميکروتومدستگاهدرميکرومتر2حداقلضخامتتارابافتبتوانوکندنفوذبافتداخلبهمومشودميباعثکهداردمناسبي
دارندکافيپذيريانعطافگرمآبحمامدرشناورسازيهنگامدرآبرويشدنبازبراينيز

 A typical infiltration sequence for specimens not more than 4mm thick would be:

 wax 30 min

 wax 30 min

 wax 45 min



يک نمونه دستگاه فرآوري خودکار بافت



EMBEDDING)قالب گيري  OR BLOCKING OUT)

اينبراي.کردگيريبرشونمودمتصلميکروتومدستگاهبهراآنبتوانتاشودگيريقالببايدشدآغشتهمومباکاملا نمونهکههنگامي
قالبفضايبقيهآنازپس.گيردميقرارمومدرنظرموردجهتدرودقتبانمونهسپسوشودميپرشدهذوبمومازحديتاقالبمرحله

بايد.بودخواهدبرشنوعکنندهتعيينچوندارد،اهميتبسيارمرحلهايندرنمونهگيريقرارجهتبهتوجه.شودميپرشدهذوبمومبا
راآنهاوانتميوبودهپايدارکاملا بافتيهاينمونهحاويموميهايبلوکشود،انجامدرستيبهبافتسازيآمادهکهصورتيدرنموداضافه
نمودذخيرههامدت



پوشش دادن لام هاي شيشه اي

دراتکندميکمککاراين.رودميکاربههالاماينپوششجهتمختلفيمواد.گيرندميقرارايشيشههايلامرويبافتيهايبرشاغلب
نشوندشستهلامسطحازهانمونهآميزي،رنگبعديمراحل

شودميلامسطحبهنمونهچسبيدنباعثورودميکاربههالامسطحپوشاندنبرايکهاستايمادهترينمتداولمرغتخمآلبومين



برش گيري

شوندميگرفتهزيرانواعدرشناسيبافتدرپايههايبرش:

طوليهايبرش(longitudinal or sagittal section)گيردميانجامساختاربلندمحورامتداددربرشآندرکه

عرضيهايبرش(cross or transverse section)گيردميانجامساختارکوتاهمحورامتداددربرشآندرکه

گيردميقرارمايلساختاربلندياکوتاهمحوربهنسبتبرشصفحهآندرکهمورببرش

From: https://www.bcchr.ca/sites/default/files/group-bcchr-histology-core/histology-best-practices.pdf



دستگاه ميکروتوم براي برش گيري نمونه هاي نگهداري شده در پارافين



پارافيندرموجودبافتنمونهازسرياليهايبرشازنواريوميکروتومدستگاه

گرمآبرويميکروتومدستگاهازشدهخارجهايبرشسازيشناور

برش گيري و انتقال برش ها روي لام پوشش داده شده

گويندعملاينبهکهشدهدادهپوششلامبهآبسطحرويازهابرشانتقال



(STAINING)رنگ آميزي 

هستندستهددوبرآميزيرنگهايتکنيک.شوندآميزيرنگبايدشدنمشاهدهقابلبرايبنابراينهستند،شفافيارنگبيهاسلولبيشتر:
شوندميآميزيرنگروشيکبههاسلولانواعحالت،ايندر:اختصاصيغيرآميزيرنگ
شوندميآميزيرنگبافتياسلولدرخاصيهايمولکولياشيمياييهايگروهحالت،ايندر:اختصاصيآميزيرنگ

اجزاءهبقيکههاييرنگباهمراهآوردميدرتريروشنرنگبهراهاسلولاجزاءبرخيکهگيردميانجامهاييرنگوسيلهبهمعمولا آميزيرنگ
کندميرنگترتيرهراسلول

بازيواسيديهايرنگ:
بهبنابراينوهستندبازيسيتوپلاسماجزاءسايرياهاپروتئين.دهندمينشانواکنشسلول(کاتيونيکيا)بازياجزاءبااسيديهايرنگ

(شوندميناميدهاسيدوفيلاجزاءگيرندميراهارنگاينکهسلولاجزاء)شوندميمتصلاسيديهايرنگ
بازيهايرنگبهبنابراينوهستنداسيدينوکلئيکاسيدهاي.دهندمينشانواکنشسلول(آنيونيکيا)اسيدياجزاءبابازيهايرنگ

(ميشوندناميدهبازوفيلاجزاءگيرندميراهارنگاينکهسلولاجزاء)شوندميمتصل



(H&E)ائوزين -رنگ آميزي هماتوکسيلين

H&Eشودمياستفادهائوزينوهماتوکسيلينرنگدوازآندرکهاستمتداولبسياراختصاصيغيرآميزيرنگنوعي

اختارهاساين.آوردميدرصورتيياقرمزرنگبهرا(اسيدوفيليا)بازيساختارهايرنگاين.استمنفيباردارايواستاسيديرنگائوزين
شوندميناميدههمائوزينوفيليکگاهي

استفادهبنفشرنگبه(بازوفيليا)اسيديساختارهايآميزيرنگبرايرنگايناز.شودميگرفتهنظردربازيرنگيکعنوانبههماتوکسيلين
شودمي

آميزي،رنگروشايندربنابراينDNAوهستهدرRNAشوندميصورتيسيتوپلاسماجزاءبقيهورنگبنفشهاريبوزومدر



رنگ آميزي بافت چربي

راين،بناب.شودميبافتازچربيحذفبهمنجرپارافينيهايبرشسازيآمادهمتداولهايروشدرگزيللوالکلازاستفاده
شودمياستفادهليپوفيلهايرنگتوسطاختصاصيهايآميزيرنگوانجماديمقاطعازمعمولا چربيحفظبراي

دشوميهااسترولوفسفوليپيدهاخنثي،هايچربيگرفتنرنگموجبکهاستهارنگاينازاينمونهسياهسودان

آيندميدرسياهرنگبهچربيقطراتوميلينمانندچربيازغنيساختارهايها،رنگاينازاستفادهبا

H&Eبافتًچربي،ًرنگًآميزيً بافتًچربي،ًرنگًآميزيًسودانًسياه



مقطعًطوليًعصبًمحيطي؛ًآمادهًسازيًبافتًباًتتراکسيدًاسميومًکهًباعثًحفظًچربيًميًشود



مراحل رنگ آميزي

خارجنمونهازوذوبپارافينممکنحدتاکهشودميدادهقرارگرادسانتيدرجه60دمايدرنمونهباهمراهلامآميزيرنگشروعازقبل
شودخارجکاملا پارافينتاگيردميقرارگزيللدرنمونهسپس.شود

دشوميآبدهينمونهاند،شدهمرتبکمبهزيادغلظتازترتيببهکههاييالکلازلامرويشدهسوارنمونهگذراندنباسپس

گيرندميقرارگزيللدرهمبازپاياندروشودميآبگيريهانمونهازدوبارهنيزآميزيرنگخاتمهازپس



نمونهًهاييًازًوسايلًموردًاستفادهًجهتًرنگًآميزيًبافتًها



لامل گذاري

شودمياستفادهکانادابالزامياانتلانچسبازنمونهسطحبهلاملچسباندنبراي

استکافيمواداينازيکهرازکوچکقطرهيکازاستفاده

نشودواردهواحبابلاملزيرنموددقتبايد



لامًهايًتهيهًشدهًراًميًتوانًسالًهاًدرًجعبهًهايًمخصوصًنگهداريًکرد


