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В электронно-микроскопической цитологии при исследовании ультра-
структурной организации биологических объектов для ориентирования
в материале часто необходимо изучить под световым микроскопом отно-
сительно крупные по площади (по сравнению с ультратонкими срезами)
т. н. толстые срезы. Цель подобного исследования, как правило, огра-
ничивается выбором участка для ультратонкой резки и обработка
толстых срезов обычно минимальна широко применяются окрашива-
ние толуидиновым голубым и приготовление из срезов временных
препаратов практически одноразового использования. При этом высо-
кое качество фиксации и иной обработки материала для электрон-
ной микроскопии, прочность залитых в эпоксидные смолы объек-
тов и возможность получения на современных ультрамикротомах
срезов практически любой толщины делают весьма заманчивой
перспективу использования обработанного материала при изучении
более общих гистологических деталей объектов. Применение таких
препаратов расширяет возможности светомикроскопической гистоло-
гии и повышает четкость получаемых результатов (за счет мини-
мальной толщины изучаемых срезов), .позволяет лучше и точнее свя-
зывать эти данные с результатами электронно-микроскопического
исследования. Кроме того, это необходимо при электронно-микроскопи-
ческом изучении мелких, гетерогенных по клеточному составу объектов,
таких как органы членистоногих и растений, популяции микроорганиз-
мов в колониях и т. п.

В лаборатории электронной микроскопии института были опробо-
ваны различные методы окраски толстых срезов (толщиной 0,5 —1 мкм)
с залитого в «Эпон 812» и «Аральдит М» биологического материала и
разработана методика модификация описанных в литературе мето-
дов (Juniper и др., 1970; Уикли, 1975), обеспечивающая достаточно
воспроизводимые результаты и получение стабильных постоянных пре-
паратов, обратимо обесцвечивающихся лишь сильным ультрафиолето-
вым освещением лампами типа ДРШ-250 и т. п.

При приготовлении постоянных препаратов по рассматриваемой
методике толстые срезы снимают с поверхности воды в ванночке на
ноже ультрамикротома полосками покровного стекла шириной 3—4 мм.
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Для удобства манипулирования желательно, чтобы поверхность воды
в ванночке равнялась SXI0—15 мм, ибо во избежание попадания
пузырьков воздуха между срезом и стеклом и для сохранения порядка
срезов (особенно при серийных срезах) полоску стекла, зажатую тон-
ким пинцетом, в погруженном состоянии подводят под снимаемые
с воды срезы и, придерживая последние тонкой иглой-волоском, при-
поднимают погруженный конец стекла, сохраняя ориентировку и после-
довательность срезов. Не выпуская стекла из пинцета, удаляют лиш-
нюю воду с тыльной его стороны фильтровальной бумагой, а
мокрый препарат помещают на нагревательную пластинку (жела-
тельно с зеркально-гладкой поверхностью) и сушат при температуре
50—60 °С в течение 10—15 мин. При этом срезы достаточно прочно при-
клеиваются к стеклу, что важно для дальнейшей обработки препарата
красителями. •' :

Окраска срезов производится в два этапа. Сначала используется
двойной краситель смесь 1%-ного водного раствора метиленового
синего в 1%-ном растворе буры (бура растворяется в небольшом коли-
честве воды, добавляется нужное количество метиленового синего и
после растворения доводится до объема, рассчитанного на 1%-ный
раствор) и 1 %-ный водный раствор азура 11, смешанные в равных частях.
Рабочий раствор красителя сохраняется, вопреки данным литературы,
в темной посуде очень стабильно в течение нескольких месяцев. На
втором этапе растительные ткани и микроорганизмы докрашивают
насыщенным водным раствором кристаллического фиолетового, а жи-
вотные ткани (в практике нашей лаборатории органы насекомых)
1%-ным раствором основного фуксина в 70%-ном этиловом спирте.

Для окрашивания препарата каплю первого красителя тонкой
пипеткой наносят на срезы на полоске покровного стекла и красят,
подогревая препарат на нагревательной пластинке, в течение 3—5 мин-,
для предотвращения высыхания краски на препарате при необходимо-
сти добавляется капля воды. Краситель смывают, погружая препарат
в воду, а затем промывают его тонкой струйкой или каплями воды из
капельницы до прекращения выхода краски из срезов. После первой
окраски препарат сушат на нагревательной пластинке 5 мин, затем
красят без подогрева каплей второго красителя в течение 10—15 мин.
Промывают его как и после первой окраски; затем удаляют лишнюю
воду с тыльной стороны полоски стёкла и во влажном состоянии заклю-
чают срезы в гумми-сироп по Апати: полоска стекла срезами вниз
накладывается на каплю гумми-сиропа на предметном стекле, прижи-
мается слегка, чтобы сироп растекся по всей площади препарата
постоянный препарат готов к просмотру.

Таких полосок покровного стекла можно смонтировать до десятка
на одно предметное стекло, что позволяет очень рационально распо-
лагать исследуемый материал по мере его накопления и заметно укора-
чивает время на его просмотр и сравнительное изучение. Вся процедура
обработки препарата на полоске покровного стекла занимает не более
40—50 мин. Такая методика обработки толстых срезов для световой
микроскопии лучшие результаты дает на эпоновых срезах; аральдито-
вая заливка материала не препятствует применению этой окраски, но
сам аральдит окрашивается в голубой цвет.

Качество окраски срезов интенсивность, равновесие между раз-
личными тонами (в основном различные оттенки сине-зеленого и
красно-фиолетового) зависит как от толщины срезов, так и от
режима обработки препаратов. Поэтому наиболее рационален подбор
конкретного режима окраски для каждого типа изучаемых объектов,
в оптимальном случае для каждой партии материала, обработанной
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новыми порциями реактивов как фиксаторов, так и заливочных
смесей. В таком случае в пределах одной партии можно рассчиты-
вать на вполне удовлетворительную воспроизводимость окраски срезов.

Хотя специальных исследований по выявлению дифференцирующей
способности вышеописанной методики окраски препаратов нами не про-
водилось, продолжительное использование ее на различных объектах
позволяет сделать некоторые выводы о дифференцировке различных
структур и веществ исследованных биологических объектов.

В молодой, растущей растительной ткани преобладают сине-зеленые
тона, которые хорошо выявляют цитоплазму, ядро и ядрышко наиболее
интенсивных синих тонов, бледно-зеленоватые капли липидов, розо-
ватые вакуоли и окрашивающиеся от красного до интенсивно фио-
летового включения в них, а также клеточные стенки. Очень четкая
дифференциация получена на проростковых корешках крестоцветных:
находящиеся ниже инициальных клеток и меристемы ткани (чехлик
и первичный эпидермис) окрашиваются в фиолетово-розовые тона, все
клетки расположенных выше тканей корня сине-зеленые с розовыми
вакуолями. При этом четко окрашиваются в фиолетово-розовые тона
даже отдельные клетки и их участки, затронутые дегенерацией в районе
спонтанного разрыва корневой ткани (Сильвере, Шнайдер, 1973).
В то же время искусственное повреждение здоровой ткани при после-
дующей немедленной фиксации и окраске клеток, находящихся выше
меристемы, изменения не вызывает. Можно предполагать, что фиоле-
тово-розовая окраска связана с особенностями состава или метаболизма
соответствующих клеток, потерявших в чехлике и первичном
эпидермисе способность к делению и существующих как «переживаю-
щие» клетки. В этом отношении они сходны с дегенерирующими в про-
тивоположность меристематическим и другим интенсивно метаболизи-
рующим клеткам, которые окрашиваются в сине-зеленые тона. Данный
вывод подтверждается и тем, что стареющие растительные ткани окра-
шиваются, как правило, в фиолетовые тона.

Изученные препараты насекомых окрашивались в основном в
красно-фиолетовые тона, достаточно точно и четко дифференцирующие
как отдельные органы и ткани, так и компоненты клеток; ядра интен-
сивно фиолетовые, железистые клетки и поперечнополосатые мышцы
фиолетовые, соединительная ткань красно-розовая, капли липидов
в жировой ткани бледно-зеленоватые, базальная мембрана орга-
нов бледно-розовая. В покровах насекомых очень четко выявляется
принимающее интенсивный зеленый цвет вещество по-видимому,
хитин, которое содержится исключительно в наиболее толстых участках
тергитов и стернитов.

Таким образом, вышеописанная методика позволяет на материале,
залитом в эпоксидные смолы, проводить обще-гистологические иссле-
дования и в сочетании с другими гисто-цитологическими методами
может повысить информативность результатов электронно-микроско-
пических исследований.
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	Рис. 1. Возрастная динамика удельной Са2+-АТФазной активности в экстрактах саркоплазмы (Си) и актомиозина (AM! и АМг) из грудной мышцы дыплят-бройлеров в ранний постнатальный период развития.
	Рис. 2. Возрастная динамика удельной Са2+-АТФазной активности в экстракте саркоплазмы из грудной мышцы (/ и 2 различные серии).
	Рис. 3. Осаждаемость Са2+-АТФазной активности из экстракта саркоплазмы при дифференциальном ультрацентрифугировании по энзиматической удельной активности осадков в разные дни постнатального онтогенеза цыплят-бройлеров. 1 8000 g в течение 20 мин, 2 28 ООО g и 60 мин, 3 90 000 g и 60 мин.
	Рис. 4.А степень удельной Са2+-АТФазной активности в экстрактах AM, и АМ2 до (/) и после (2) их переосаждающей очистки. Б распределение белка между супернатантом (С) и осадком (О) после переосаждающей очистки экстрактов AMj и АМ2.
	Влияние гидрокортизона на изоферменты ПК печени крыс. А хроматограмма изоферментов ПК печени, полученная на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой у контрольных крыс, Б хроматограмма, полученная при введении гидрокортизона. L и М типы изоферментов ПК печени; на абсциссе активность ПК, (мкмоль/мл элюата) -ч, на ординате количество элюата, мл (средние данные печени 7—B животных).
	Рис. 3. Динамика интенсивности дыхания у нормальных личинок последнего возраста (Л) и у особей, обработанных дважды ювеноидом (Б). Крестом отмечено время нанесения АЮГ, стрелкой время превращения в предкуколку. Указаны границы доверительных интервалов при Р = 0,95 {N—5).
	Рис. 1. Нежизнеспособные жуки с уродливыми крыльями (в середине верхнего ряда нормальная особь).
	Рис. 2, Промежуточная форма; куколка, сохранившая личиночные покровы на брюшке и на голове.
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	Рис. 4. Ритмы выделения С02 на 4-й день развития куколки у нормальных особей (Л) и у особей, сформировавшихся из обработанных дважды ювеноидом личинок (£).
	Рис. 6. Субэлитральный ритм газообмена у жуков с нормальными надкрыльями {А) и у особей с деформированными надкрыльями (Б).
	Рис. 1. Хоботок D. asper с 19 и 28 крючьями из Р. auritus (/) и Р. griseigena (2); кортикальная сеть экскреторных сосудов (тотальный препарат) (3, 4).
	Рис. 2. Самец D. asper. Продольные срезы переднего (1, 2) и заднего (5) участков стробилы, ЗЖ • зачатки женских гонад, МК медианный канал, PC рсзорбирующигся семенники, С семенники, СП сперма.
	Рис. 3. Зрелое яйцо D. asper. ВО <— внутренняя оболочка, НО наружная оболочка, О онкосфера, Э эмбриофор.
	Рис. 1. Суточный ход споруляции Polyporus squamosus, относительной влажности и температуры воздуха 5—6/VII 1968 г. Прерывистая линия изменение споруляции по данным 2-(5)-часовых наблюдений, столбики споруляция во время 10-минутных наблюдений.
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